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FATORES GENETICOS E MOLECULARES ASSOCIADOS AO CARATER
ESPIGUETAS MULTIFLORA EM AVEIA!

Autor: Cristiano Mathias Zimmer
Orientador: Itamar Cristiano Nava

RESUMO

A formagao de espiguetas multiflora é uma caracteristica complexa devido
a sua expressividade variavel. Os mecanismos genéticos e moleculares que
controlam o carater espiguetas multiffora ainda ndo sdo completamente
compreendidos em aveia. Os objetivos deste estudo foram: i) caracterizar duas
populacbes de linhagens recombinantes de aveia para o carater espiguetas
multiflora; ii) determinar o nUmero de genes que controla o carater espiguetas
multiflora em aveia e, iii) identificar, clonar, sequenciar e caracterizar sequéncias
codificantes associadas a genes candidatos ao controle da formac&do de
espiguetas multiflora em aveia. As populagcdes de aveia “UFRGS 01B7114-1-3 x
UFRGS 006013-1”" e “URS Taura x UFRGS 017004-2” foram avaliadas para o
carater espiguetas multiflora, em duas épocas de semeadura, no ano de 2014. A
formacéo de espiguetas normais, multiflora e mosaico, em cada um dos tergos da
panicula e na panicula inteira foi analisada. Pares de primers especificos para o
gene AP2 foram desenvolvidos a partir do alinhamento de sequéncias homaologas
de diferentes espécies de gramineas. Pares de primers para os genes Vrnl e
AGL6 também foram utilizados para amplificar e clonar sequéncias de aveia. A
expressdo das espiguetas multiffora ao longo da panicula foi alterada nas
populacdes avaliadas em funcdo da época de semeadura. A semeadura tardia
aumentou a formacado de espiguetas multiflora e reduziu o nUmero de espiguetas
mosaico, nas duas populacdes. A andlise genética indicou a presenca de um
gene maior controlando o carater espiguetas multiflora em aveia hexaploide. A
analise molecular revelou a presenca de duas variacdes alélicas dos genes Vrnl
e AP2 nos genétipos URS Taura e UFRGS 017004-2, indicando que o gene AP2
deve estar conservado em aveia. Uma sequéncia do gene AGL6 também foi
isolada nestes genitores. A existéncia de polimorfismos moleculares nos genes
Vrnl, AP2 e AGL6 pode ser determinante para a expressao do carater espiguetas
multiflora. Estudos complementares poderdo confirmar a associacdo destes
genes com a formacao de espiguetas multiflora em aveia.

!Dissertacdo de Mestrado em Fitotecnia, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (104f.) Fevereiro, 2016.
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GENETIC AND MOLECULAR FACTORS ASSOCIATED WITH MULTIFLOROUS
SPIKELET TRAIT IN OAT!

Author: Cristiano Mathias Zimmer
Adviser: Itamar Cristiano Nava

ABSTRACT

The formation of multiflorous spikelet is a complex character due to its
variable expressivity. Genetic and molecular mechanisms that control the
character multiflorous spikelet are not fully understood in oats. The objectives of
this study were: i) to characterize two populations of recombinants oat lines to the
character multiflorous spikelet; ii) to determine the number of genes controlling the
character multiflorous spikelet in oats; and iii) to identify, clone, sequence and
characterize coding sequences associated with candidate genes to control the
formation of multiflorous spikelet in oats. The character multiflorous spikelet was
evaluated in the oat populations “UFRGS 01B7114-1-3 x UFRGS 006013-1" and
‘URS Taura x UFRGS 017004-2”, in two sowing dates, in the year of 2014. The
formation of normal, multiflorous and mosaic spikelets was analyzed in each third
of the panicle and in the whole panicle. Specific primer pairs for the gene AP2
were developed from the alignment of homologous sequences from different grass
species. Specific primer pairs for the genes Vrnl and AGL6 were also utilized for
amplifying and cloning oat sequences. The expression of multiflorous spikelets
along the panicle was dependent on the sowing date in each evaluated population.
The late sowing increased the formation of multiflorous spikelet and decreased the
number of mosaic spikelets, in both populations. Genetic analysis indicated the
presence of one major gene controlling the character multiflorous spikelet in
hexaploid oat. Molecular analysis revealed the presence of two allelic variants of
the genes Vrnl and AP2 in the genotypes URS Taura and UFRGS 017004-2,
indicating that AP2 might be conserved in oats. One sequence of the gene AGL6
was also isolated in these genotypes. The existence of molecular polymorphisms
in the genes Vrnl, AP2 and AGL6 can be crucial for the expression of the
character multiflorous spikelet. Further studies may confirm the association of
these genes with the formation of multiflorous spikelets in oats.

'Master thesis in Agronomy, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do
Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (104f.) February, 2016.
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1 INTRODUCAO

A aveia (Avena sativa L.) apresenta propriedades nutricionais adequadas
ao consumo humano, como a qualidade das proteinas, o conteiado de fibras
soluveis e o predominio de &cidos graxos insaturados. Estes atributos fazem com
gue a aveia seja reconhecida como um alimento funcional. O melhoramento
genético da aveia no Brasil ainda é considerado recente quando comparado com
outros cereais, tendo inicio na década de 1970. Desde entdo, grande esforco tem
sido realizado para desenvolver cultivares adaptadas as condi¢des brasileiras de
cultivo. Além disso, a compreensao de caracteristicas importantes para a cultura,
como a resisténcia as moléstias, tolerancia ao acamamento, qualidade industrial,
formacdo de gréos nus e de espiguetas multiflora também tem sido investigado
pelos programas de melhoramento genético.

A ocorréncia de espiguetas multiflora em aveia, que sdo caracterizadas por
apresentar de quatro a 12 flésculos férteis por espigueta, ainda nao esta
completamente elucidada. Esta caracteristica esta fenotipicamente associada
com o carater nuda, ou seja, grdos sem casca quando trilhados. Um dos
principais fatores que limita o entendimento do carater espiguetas multiflora em
aveia é a sua expressividade variavel. Devido a isso, a manifestacdo fenotipica
deste carater ndo é uniforme entre individuos que possuem um mesmo genaotipo,
podendo variar entre plantas, entre paniculas de uma mesma planta e dentro de

uma mesma panicula. As causas da expressividade varidvel do caréter
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espiguetas multiflora ainda n&o foram elucidadas. Possivelmente, fatores
epigenéticos, como microRNAs, e ambientais, como temperatura e fotoperiodo,
devem regular a expressao de genes que controlam este carater.

Estudos em mutantes de Arabidopsis thaliana e Antirrhinum majus
permitiram a constru¢do de um modelo de florescimento (modelo “ABCDE”), onde
diversos genes atuam de forma isolada e/ou conjunta na determinacdo das
estruturas florais. A identificacdo destes genes e a compreensdo dos seus
mecanismos de acdo foram determinantes para elucidar a formagdo das
estruturas florais em espécies modelo. Aplicar estes conhecimentos em
gramineas pode ser determinante para elucidar caracteristicas importantes,
relacionadas com a formacdo das inflorescéncias, incluindo a formacgdo de
espiguetas multiflora.

O desenvolvimento de pesquisas envolvendo a acédo dos sinais ambientais
sobre a expressdo do carater espiguetas multifflora em aveia, bem como a
identificacdo de fatores genéticos e moleculares que estejam associados a este
carater, serédo determinantes para o melhor entendimento desta caracteristica.

Desta forma, os principais objetivos deste trabalho foram:

I) caracterizar fenotipicamente duas populacdes de linhagens de aveia,
oriundas do cruzamento entre genitores contrastantes para o carater espiguetas
multiflora, em duas épocas de semeadura;

ii) determinar o numero de genes envolvidos no controle do carater
espiguetas multiflora em duas populagdes de linhagens de aveia, em duas épocas
de semeadura;

i) identificar, clonar, sequenciar e caracterizar sequéncias codificantes
associadas a genes candidatos ao controle do carater espiguetas multiflora em

aveia, como Vernalization1l, APETALA2 e AGAMOUS-LIKES®.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Introducéo

A aveia pertence a familia botanica Poaceae, subfamilia Poideae, tribo
Aveneae e género Avena. As diferentes espécies de aveia formam uma série
poliploide, representada por espécies diploides, tetraploides e hexaploides, com o
namero basico de cromossomos igual a sete. A aveia branca (Avena sativa L.) €
uma espécie alohexaploide, apresentando seis conjuntos bésicos de
cromossomos (2n = 6x = 42), formados a partir da agregacao de trés genomas
(AA, CC e DD) de espécies ancestrais diploides (Rajhathy & Thomas, 1974).

O cultivo da aveia é realizado em diversas regiées do mundo, sendo que a
adaptacao deste cereal ocorre preferencialmente em paises de clima frio e umido
e em regides localizadas entre 35° e 50° de latitude Norte e 20° e 40° de latitude
Sul (De Mori et al.,, 2012). O Brasil tem se mantido entre os trés maiores
produtores de aveia da América Latina (FAOSTAT, 2016), sendo o Sul do Brasil a
principal regido produtora. Com uma area total estimada de 177 mil hectares e
produtividade média de 2145 kg ha™ na safra de 2015, a regido Sul apresenta os
estados do Rio Grande do Sul e Parana como os principais produtores (CONAB,
2015).

O melhoramento genético de aveia ainda é recente no Brasil, tendo iniciado
na década de 1970. A identificacdo de caracteristicas agronémicas que atendam

a demanda do setor produtivo e a sua incorporacdo em germoplasma elite sao
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determinantes para o0 desenvolvimento de novas cultivares. Entre estas
caracteristicas estdo o rendimento, composicdo e estrutura dos gréos. Estes
atributos sdo determinantes para definir a aptidao industrial de uma cultivar e tem
sido um dos principais objetivos dos programas de melhoramento de aveia
(Valentine, 1995). Neste sentido, identificar fatores genéticos e moleculares
associados com o carater espiguetas multiflora, bem como compreender a acéo
do ambiente sobre a expressao deste carater, sera determinante para o progresso

genético e exploragdo comercial da aveia nuda.

2.2 Ocorréncia de espiguetas multiflora em aveia e em outros cereais

As angiospermas apresentam arquitetura de inflorescéncia que varia em
tamanho e em morfologia entre as diferentes espécies. As estruturas florais das
gramineas sado divididas em subunidades denominadas “espiguetas” que,
dependendo da espécie, contém de uma a 40 flores (Schmidt & Ambrose, 1998).
A determinacao floral ocorre de diferentes formas, de acordo com a espécie,
gendtipos de uma mesma espécie e condicdes do ambiente (Ciaffi et al., 2011).

A complexidade das inflorescéncias em gramineas é determinada pela
acao de diferentes tipos de meristemas, conforme identificado em mutantes de
milho, arroz e trigo (Bommert et al., 2005; Kellogg, 2007). Em arroz, o meristema
das paniculas (MP) produz diversos meristemas de ramificacdo primaria (MRP)
gue, antes de serem ativados, iniciam meristemas de ramificacbes secundarias
(MRS). Ap0s ativar o MRP, o MP é degenerado e os internodios das ramificagdes
primarias e secundarias alongam para formar a arquitetura da panicula (Ciaffi et
al., 2011). Considerando que as inflorescéncias de arroz e de aveia sao
organizadas em paniculas, pode-se considerar a hipotese de que 0os meristemas

florais destas espécies apresentam o mesmo nivel de organizacao (Figura 1).
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"
Determinado MF Indeterminado \{,
\Vﬂ

FIGURA 1. Modelo hipotético do desenvolvimento de paniculas em aveia. MA =
meristema apical; MP = meristema da panicula;, MRP e MRS =
meristema das ramificacdes primarias e secundarias,
respectivamente; ME = meristema da espigueta e MF = meristema
floral. Adaptado de Ciaffi et al. (2011).

A maioria das espécies cultivadas de aveia possui espiguetas normais,
com dois ou trés flésculos férteis por espigueta, raramente quatro (Valentine,
1995). A aveia nuda (Avena sativa L. subsp. nudisativa) possui espiguetas
multiflora, caracterizadas pela raquila alongada e por apresentar de quatro a oito
flosculos férteis (Peltonen-Sainio et al., 2004), podendo chegar a até 12 flésculos
(Burrows, 1986). A ocorréncia de espiguetas multiflora em aveia esta associada
fenotipicamente com o carater nuda. A formacéo de graos nus em aveia (carater
nuda) é determinada pela pouca lignificacdo da lema, concentrando-se
basicamente proximo aos feixes vasculares, tornando-a menos espessa e rigida,

favorecendo o processo de trilha (Ougham et al., 1996).
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A formacao de espiguetas/inflorescéncias indeterminadas ja foi relatada em
diversas espécies de interesse agricola, como cevada (Brown & Bregitzer, 2011,
Poursarebani et al., 2015), trigo (Poursarebani et al., 2015), arroz (Lee et al,
2007) e milho (Chuck et al., 1998; Chuck et al., 2007a; Chuck et al.; 2008). Em
trigo, diferentemente da aveia, a formacao de espiguetas indeterminadas é mais

pronunciada na parte inferior da inflorescéncia.

2.3 Evolucédo do carater espiguetas multiflora em aveia

A caracteristica espiguetas multiflora pode ser identificada em outras
espécies do género Avena, como Avena clauda (genoma CC, trés a cinco
flosculos por espigueta), Avena magna (genoma AACC, dois a quatro flésculos
por espigueta), Avena murphyi (genoma AACC, dois a quatro flésculos por
espigueta) e Avena sterilis (genoma AACCDD, trés a cinco flésculos por
espiguetas) (Ladizinsky, 2012).

A espécie Avena magna, que € um dos provaveis ancestrais tetraploides
das espécies hexaploides de aveia, foi formada a partir do cruzamento entre as
espécies diploides Avena ventricosa (genoma CC) e Avena canariensis (genoma
AA) (Rajhathy & Thomas, 1974), que possuem apenas dois flésculos por
espigueta (Ladizinsky, 2012). Posteriormente, a espécie Avena magna cruzou
com Avena insularis (genoma CCDD), a qual possui de dois a trés flésculos por
espigueta. A Avena insularis é a possivel doadora do subgenoma “D”, presente
nas aveias hexaploides. Este cruzamento deu origem a espécie Avena sterilis
(genoma AACCDD, com dois a cinco flésculos por espigueta) (Loskutov, 2008;
Ladizinsky, 2012). Esta espécie € o provavel progenitor ancestral das espécies
hexaploides de aveia, incluindo Avena sativa L. e Avena sativa L. subsp.

nudisativa (Figura 2) (Coffman, 1977).



A.ludoviciana (AACCDD)

A. sativa (AACCDD) A. sativa subsp. nudisativa

2 a 3 flésculos/espigueta (AACCDD)
3a 12 flésculos/espigueta

A. sterilis (AACCDD)

3a 5 flésculos/espigueta

.I'J.f.l'

‘?

A.insularis (CCDD) X A. magna (AACC)

2 a 3 flésculos/espigueta 2 a 4 flésculos/espigueta

\
A. canariensis (AA) A. ventricosa (CC)
2 flésculos/espigueta 2 flésculos/espigueta

FIGURA 2. Evolucdo da aveia cultivada, proposta por Loskutov (2008), indicando
o numero de flésculos por espigueta em cada espécie ancestral e
cultivada. Imagens: Baum et al. (1973), Ladizinsky (2012) e Virtual
Cereal Cultivar Garden (disponivel em http://www.sortengarten.
ethz.ch).

A ocorréncia de mutacdes em espécies ancestrais como Avena sterilis, que
resultaram na perda da deiscéncia natural e dorméncia das sementes, foram
fatores evolutivos essenciais para o surgimento da espécie Avena sativa L.
(Leggett & Thomas, 1995). Estas mutacOes representaram uma vantagem
seletiva, permitindo que a aveia tenha passado do estado silvestre para o
cultivado. A aveia nuda apresenta a Mongolia e o noroeste da China como
provaveis centros de origem, diferente da Avena sativa L. que apresenta a regiao
da Asia Menor como provavel centro de origem (Loskutov, 2008). Existem indicios
gue revelam que a aveia nuda é explorada na China desde os anos 500 D.C.
(Vavilov, 1992), indicando que esta subespécie foi isolada geograficamente por

um longo periodo, o que justifica as suas diferencas morfologicas.
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Observando o processo evolutivo da aveia proposto por Loskutov (2008),
verifica-se que nenhuma espécie diploide ou tetraploide, que possui 0s genomas
AA ou AABB, apresenta espiguetas multiflora (Ladizinsky, 2012). No entanto, a
espécie diploide Avena clauda, que evoluiu a partir da espécie Avena pilosa e
possui 0 genoma CC, apresenta de trés a cinco flésculos por espigueta (Loskutov,
2008; Ladizinsky, 2012).

Os eventos de poliploidia parecem estar associados com a ocorréncia de
espiguetas multiflora em aveia. A espécie tetraploide Avena magna apresenta até
quatro flésculos por espigueta (Ladizinsky, 2012). Além disso, a espécie
hexaploide Avena sterilis, que teve origem a partir do cruzamento entre Avena
magna e Avena insularis (Loskutov, 2008), possui até cinco flésculos por
espigueta (Ladizinsky, 2012). Possivelmente, as diferentes combinacdes alélicas
formadas a partir da jungcdo dos distintos subgenomas estdo associadas ao
carater espiguetas multiflora. A acdo complementar mutua dos alelos destas
espécies pode favorecer a expressédo do carater espiguetas multiflora em aveia.

A ocorréncia de espiguetas multiffora em aveia pode ter representado
grande valor evolutivo, facilitando a sua dispersdo como planta invasora entre as
sementes de trigo e cevada (Leggett & Thomas, 1995). A formacdo destas
espiguetas (quando férteis) permite a producdo de um maior nimero de
descendentes, 0 que € uma vantagem evolutiva. Por outro lado, devido ao grande
nimero de sementes formadas por uma mesma espigueta, verifica-se a
ocorréncia de sementes com conteudo reduzido de reserva. Além disso, 0s
flosculos superiores das espiguetas multiflora podem apresentar elevada
infertilidade (Valentine, 1995). Estes fatores podem ter sido determinantes para

gue a caracteristica ndo tenha sido perpetuada ao longo da evolucéo da espécie.



2.4 Mecanismos genéticos do carater espiguetas multiflora

O gene INDETERMINATE SPIKELET1 (IDS1) de milho, o qual pertence a
familia de genes APETALA2 (AP2), é determinante para prevenir a formagédo de
flores indeterminadas em ambas as inflorescéncias. Em mutantes idsl o
meristema das espiguetas torna-se indeterminado, produzindo mais espiguetas
gue em plantas silvestres (Chuck et al., 1998). Um gene paralogo (originado por
duplicacdo) de IDS1, denominado SISTER OF INDETERMINATE SPIKELETL1
(SID1), também foi identificado em milho. Os genes IDS1 e SID1 interagem de
forma epistatica e definem a determinacdo de varios meristemas laterais nas
inflorescéncias (Chuck et al., 2008). Além dos genes descritos anteriormente, 0
gene BRANCHED SILKLESS1 (BD1) também atua sobre a formacdo das
inflorescéncias de milho. Em mutantes bdl foi verificada a ocorréncia de
ramificacGes indeterminadas nas espigas (Veit et al., 1993).

Em arroz, os genes 0Os03g60430 (recentemente nomeado de Oryza sativa
INDETERMINATE SPIKELET1, OsIDS1) e SUPERNUMERARY BRACT (SNB)
sdo ortologos aos genes IDS1 e SID1 de milho, respectivamente (Chuck et al.,
2008; Lee & An, 2012). Estes genes sdo determinantes para a arquitetura das
paniculas e para o estabelecimento dos meristemas florais (Lee & An, 2012).
Mutantes de arroz com perda de funcdo do gene snb atrasaram a transicdo do
meristema das espiguetas e produziram glumas extras antes da iniciacdo floral.
Além disso, algumas espiguetas transformaram glumas e lodiculas em estruturas
similares com a lema e a pélea (Lee et al., 2007).

Em duplos mutantes idsl e snb de arroz, o numero de ramificagbes e
espiguetas nas paniculas foi reduzido, sendo que a transicdo do meristema floral
foi ainda mais tardia quando comparada ao mutante simples snb (Lee & An,

2012). O gene FRIZZY PANICLE (FZP), ortdlogo do gene BD1 de milho, regula a
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identidade do meristema das espiguetas em arroz (Chuck et al., 2002; Komatsu et
al., 2003).

O gene compositum2 (comz2), isolado e clonado em gendétipos de cevada
com espiguetas indeterminadas, apresenta ortologia ao gene branched head' (bh")
(Poursarebani et al., 2015), que determina a formacdo de varias espiguetas em
cada n6 da raquis em trigo (Klindworth et al., 1997). Ambos sédo considerados
ortdlogos ao gene BD1 de milho e aos genes FZP e BRANCHED FLORETLESS1
(BFL1) de arroz, que codificam fatores de transcricdo da familia AP2/ERF
(Ethylene Responsive Factor). Estes fatores de transcricdo também estéo
associados com a resposta a estresses (Mizoi et al., 2012).

Por muito tempo acreditou-se que 0s caracteres espiguetas multiflora e
graos nus em aveia fossem governados pelo gene Naked-1 (N-1) (Simons et al.,
1978; Ougham et al., 1996). Apenas um trabalho prop0s que os caracteres nuda e
multiflora s&o governados por dois locos génicos distintos (Kibite & Taylor, 1994).
O gene Multiflorous-1 (Mf-1), com acéo génica de dominancia parcial, foi proposto
para o controle da formacéo de espiguetas multiflora em aveia (Kibite & Taylor,
1994). Neste mesmo trabalho, os autores relataram que os dados de segregacao
conjunta para os genes N-1 e Mf-1 indicaram uma frequéncia de recombinagao
extremamente baixa, 0 que justifica que a maioria dos genétipos com espiguetas
multiflora apresentem grados nus. No entanto, os mecanismos genéticos e
moleculares que envolvem o carater espiguetas multiflora ainda ndo foram

elucidados em aveia.

2.5 Expressividade variavel do carater espiguetas multiflora
O termo expressividade variavel é atribuido quando individuos que

possuem uma constituicdo genotipica ou alélica apropriada para expressar uma
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caracteristica de maneira uniforme, apresentam expressdo desuniforme devido a
outros fatores (Snustad & Simmons, 2012). Parte desta modulacdo entre o
genotipo e o fendtipo se deve a fatores ambientais, mas parte também deve estar
associada a outros fatores genéticos e/ou epigenéticos.

Grande parte dos genes da familia AP2 séo regulados de forma pos-
transcricional pelo microRNA172 (miR172). O miR172 é sintetizado a partir da
transcricdo de um segmento de DNA, situado em um ou mais locos génicos
(dependendo da espécie), pela acdo da RNA polimerase Il. Apés ser clivado, este
pequeno RNA nédo codificante, de aproximadamente 21 nucleotideos, atua na
repressao da traducgao dos transcritos do gene AP2 (Chen, 2004).

Em milho, o miR172 é transcrito a partir do gene TASSELSEED4 (TS4) e
atua na regulacéo dos genes IDS1 e SID1. Mutantes ts4 produziram espiguetas
com meristema indeterminado (Chuck et al., 2007b). Em arroz, os niveis de RNA
mensageiro dos genes OsIDS1 e SNB foram significativamente reduzidos em
plantas que superexpressavam o miR172, quando comparadas com plantas
silvestres (Lee & An, 2012). A superexpressdo do miR172 em arroz atrasou a
transicdo do meristema das espiguetas para o meristema floral, ocasionando
defeitos nas inflorescéncias e no desenvolvimento das sementes, bem como a
alteracéo do numero e identidade dos o6rgaos florais (Zhu et al., 2009).

A expressdao do miR172 é regulada em grande parte pelas condicdes
ambientais, como o comprimento do dia e a temperatura (Jung et al., 2007; Lee et
al., 2010). No entanto, a interacdo com outros microRNAs, como o0 miR156 ja
foram descritas na literatura (Chuck et al., 2007b; Wu et al., 2009). Sob condi¢des
de fotoperiodo de dias curtos a expressdao do gene miR172 foi muito baixa,
enquanto que nas condi¢cdes de fotoperiodo de dias longos verificou-se elevados

niveis de expressao génica (Jung et al., 2007).
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2.6 Genes do modelo “ABCDE”

Estudos genéticos e moleculares permitiram a identificacdo de varios
genes que apresentam grande importancia na regulacdo da arquitetura das
inflorescéncias, no desenvolvimento e na identificacdo dos oOrgaos florais em
plantas superiores (Bommert et al., 2005; Doust, 2007; Thompson & Hake, 2009).
Estes conhecimentos permitiram a elaboracdo de um quadro comparativo entre
espécies modelo e espécies de grande importancia agronémica, como 0s cereais.

A elaboracdo do modelo ABC de desenvolvimento floral, baseado em
mutantes de Arabidopsis thaliana e Antirrhinum majus, foi um dos avangos mais
significativos para a biologia vegetal (Coen & Meyerowitz, 1991). A acado de trés
classes de genes (“A”, “B” e “C”) determina a formagcdo de sépalas, pétalas,
estames e carpelos, formando uma estrutura floral concéntrica (Ciaffi et al., 2011).
Recentemente, as classes “D” e “E” foram adicionadas ao modelo. A classe “D”
esta relacionada com o desenvolvimento dos évulos, enquanto a classe “E” esta
associada com a formacdo de sépalas, pétalas, estames, carpelos e Ovulos
(Theissen, 2001).

Os genes APETALAl1 (APl) e AP2 representam a classe “A” em
Arabidopsis. A classe “B” é representada pelos genes APETALA3 (AP3) e
PISTILLATA (PI), enquanto a classe “C” é composta apenas pelo gene
AGAMOUS (AG) (Causier et al., 2010). Com excecdo do gene AP2, todos os
demais genes do modelo ABCDE que foram estudados até o momento codificam
fatores de transcricdo MADS-box do tipo MIKC (M-Mads, l-intervening, K-keratin-
like e C-terminal) (Theissen et al., 1996).

Os fatores de transcricdo MADS-box estdo envolvidos em uma série de
eventos determinantes para o desenvolvimento das plantas (Becker & Theissen,

2003). A duplicacédo e a diversificacdo destes genes pode ter desempenhado um
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papel importante na evolugdo de inflorescéncias complexas em gramineas e na
alteracdo da rede regulatoria que determina as estruturas florais (Zahn et al.,

2005; Litt & Kramer, 2010; Ciaffi et al., 2011).

2.7 Acado dos genes Vrnl, AP2 e AGL6 na determinacdo da estrutura

floral em gramineas

O gene AP1 de Arabidopsis apresenta elevada similaridade de
nucleotideos aos genes homedlogos de trigo cultivado Vrnl-Al, Vrn1l-B1l e Vrnl-
D1 (Fu et al., 2005), e ao gene Vrnl da espécie dipléide Triticum monococcum
(Yan et al., 2003). Da mesma forma que em trigo, o gene Vrnl-H1 foi identificado
e mapeado em cevada (Von Zitzewitz et al., 2005). Regides codificantes do gene
Vrnl também foram identificadas e caracterizadas em aveia, indicando a sua
provavel conservacdo entre os cereais (Nava et al., 2012). Duas funcdes
principais foram atribuidas ao gene APL: i) identidade de sépalas e pétalas e, ii)
especificacdo da identidade do meristema floral (Mandel et al., 1992). Acredita-se
gue a primeira funcdo do gene AP1 foi a especificacdo da identidade do
meristema floral ou a alteracdo para a fase reprodutiva, enquanto que a sua
funcdo sobre a especificacdo de sépalas e pétalas foi adquirida posteriormente
(Theissen et al., 2000; Shan et al., 2007).

As mutacOes apl-1 e ap2-1 de Arabidopsis interagem sinergicamente e,
guando sao duplamente recessivas, promovem o0 desenvolvimento de
inflorescéncias axilares (Irish & Sussex, 1990). O aumento da atividade do gene
AG em mutantes ap2-1 de Arabidopsis promove o desenvolvimento de Orgaos
florais periféricos. Mutantes ag apresentaram modificacbes dos orgdos do
perianto, indicando uma expanséo das funcdes dos genes da classe “A” para o

centro da flor (Wollmann et al., 2010). Em condigbes de fotoperiodo de dias
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curtos, mutantes ap2-3 ou ap2-4 de Arabidopsis também desenvolveram flores
axilares (Komaki et al., 1988).

A expressdo do gene AP2 pode alterar a formacdo dos orgaos florais,
sendo sua atividade mediada, em parte, pelo gene WUSCHEL (WUS) (Chen,
2004; Zhao et al., 2007). O gene WUS € um co-ativador do gene AG durante os
estadios iniciais de desenvolvimento e, posteriormente, deve ser reprimido pelo
préprio gene AG para a formacao de flores determinadas de Arabidopsis (Lenhard
et al., 2001; Lohmann et al., 2001).

Em Arabidopsis, a classe “E” é representada pelos genes SEPALLATA
(SEP), que codificam proteinas que interagem com o0s produtos génicos das
classes “A”, “B”, “C” e “D”, formando complexos protéicos MADS-box (Favaro et
al., 2003). Estes complexos protéicos regulam a formacédo e a identidade dos
orgaos florais. Analises filogenéticas dos genes MADS-box e das suas proteinas
indicaram que os genes AGAMOUS-LIKE6 (AGL6) sao similares aos genes SEP,
tendo as suas funcgdes atribuidas a classe “E” (Theissen et al., 2000; Zahn et al.,
2005).

Mutantes de arroz para o gene OsMADSG, identificados como mosaic floral
organs (mfol), um gene da familia AGL6, indicaram que este gene é um
regulador chave na identidade dos 6rgaos florais e na determinagdo do meristema
floral de arroz (Ohmori et al., 2009). Plantas mfol apresentaram alteracdes na
palea, lodiculas alongadas muito similares as glumas ou 0rgdos mosaico
(intermediarios) e desenvolvimento anormal dos carpelos. Além disso, o
meristema floral deixou de ser determinado, proporcionando a formacdo de
carpelos e espiguetas extras (Ohmori et al., 2009).

A expressao do gene TaAGL6 de trigo é similar ao gene OsMADS6 em

arroz. Sua transcricdo ocorre nas espigas, espiguetas e cariopses em



15

desenvolvimento durante o florescimento. Nas espiguetas, a sua expressao é
restrita na palea, lodiculas e pistilos. Estes resultados indicam que o gene
TaAGL6 de trigo, assim como o seu ortdlogo OsMADS6 de arroz, pode ser
determinante para a especificacdo da identidade e/ou para o desenvolvimento dos
orgaos florais (Ciaffi et al., 2011).

Desta forma, a identificacdo de genes candidatos ao controle do caréater
espiguetas multiflora em aveia, como Vrnl, AP2 e AGL6, sera determinante para
avancar o entendimento de como este caréter é controlado. Além disso, verificar a
acao dos sinais ambientais, sobre estes genes e sobre outros fatores genéticos,
poderd elucidar a expressividade variavel do carater espiguetas multiflora em

aveia.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Anédlise fenotipica do carater espiguetas multiflora em aveia

3.1.1 Material vegetal

Duas populagdes de linhagens recombinantes de aveia hexaploide foram
analisadas neste estudo. As populagfes foram derivadas do cruzamento simples
entre os genitores “UFRGS 01B7114-1-3 x UFRGS 006013-1" e “URS Taura x
UFRGS 017004-2°. Os genitores foram desenvolvidos pelo Programa de
Melhoramento Genético de Aveia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS). A escolha destes genitores para o desenvolvimento das populacdes de
linhagens considerou o contraste entre eles para o carater espiguetas multiflora

(Tabela 1).

TABELA 1. Genealogia e morfologia de espiguetas dos genitores que deram
origem as populac¢des de linhagens avaliadas.

Pop. Genitores Genealogia Espigueta
UFRGS 01B7114-1-3 (Pc68/5*Starter F,;) x UFRGS 10 Normal

! UFRGS 006013-1 (Cocker 492/Starter-1 F3 ) x UFRGS 10 Mult/Mos
URS Taura UFRGS 970216-2 x UFRGS 970461 Normal

UFRGS 017004-2 (Cocker 492/Starter-1 F3) x UFRGS 8 Mult/Mos

Pop = populagéo; Mult = multiflora e Mos = mosaico.

Os genitores UFRGS 01B7114-1-3 e URS Taura apresentam paniculas
com todas as espiguetas normais, com dois ou trés flésculos. Por outro lado, os

genitores UFRGS 006013-1 e UFRGS 017004-2 apresentam paniculas com
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espiguetas multiflora, que contém pelo menos quatro flésculos e possuem a
raquila alongada, ou espiguetas mosaico, com numero variado de flésculos,
contendo grdos com e sem casca em uma mesma espigueta. Os cruzamentos
foram realizados no ano de 2008, sendo que no ano de 2009 as sementes da
primeira geracao filial (F;) derivadas destes cruzamentos foram semeadas no
campo para a obtencdo de sementes F,. Da geracdo F, até a geracdo Fs, as
plantas foram conduzidas pelo método SSD (Single-Seed Descent) modificado,
sem selecao, com o objetivo de manter a variabilidade genética até as geracdes
avancadas. Paniculas individuais foram coletadas a partir de plantas da geracédo

Fs, dando origem a sementes da geracao Fs.

3.1.2 Conducéo dos experimentos em condi¢cdes de campo

Os experimentos foram conduzidos na Estacdo Experimental Agrondmica
(EEA), pertencente a UFRGS, localizada no municipio de Eldorado do Sul, RS. A
EEA esta situada na regido da Depressado Central, na latitude de 30° Sul e na
longitude de 51° Oeste. A area apresenta relevo de ondulado a suavemente
ondulado. Os solos situam-se em duas unidades de mapeamento predominantes:
Sé&o Jerdbnimo, com argissolos vermelhos distréficos e Arroio dos Ratos, com
argissolos distréficos tipicos (Streck et al., 2008).

Um total de 182 linhagens na geracdo Fs7, sendo 92 linhagens da
populacdo “UFRGS 01B7114-13 x UFRGS 006013-1" e 90 linhagens da
populacao “URS Taura x UFRGS 017004-2”, e seus respectivos genitores foram
avaliados no ano de 2014, em duas épocas de semeadura. A semeadura da
primeira época foi realizada no dia 12 de junho, enquanto a segunda época de
semeadura foi realizada no dia 04 de julho. O delineamento experimental utilizado

foi de blocos ao acaso, com duas repeticdes. Cada unidade experimental foi



18

constituida por uma cova, com espagamento de 0,30 m entre si. A semeadura foi
realizada manualmente, com densidade de 15 sementes para genoétipos que
apresentavam o fenotipo espiguetas normais e mosaico, e 20 sementes para
genotipos que apresentavam o fendtipo espiguetas multiflora. O maior volume de
sementes utilizado nos gendtipos com espiguetas multiflora considerou os danos
fisicos proporcionados as sementes sem a casca aderida (nuas) no momento da
trilha e o maior contetdo de lipideos, que reduzem a germinacdo das mesmas. As
sementes foram tratadas com o inseticida Gaucho (Imidacloprid, 60 mL 100 kg de
sementes™).

A adubacdo de base foi de 300 kg ha™ da férmula 5-30-15 (N-P-K). Foram
realizadas duas adubacdes nitrogenadas em cobertura em cada época de
semeadura, proximo a quarta e a sétima folha, nas doses de 80 kg ha™ e 70 kg
ha! de uréia em cada aplicacdo, respectivamente. O controle de plantas
invasoras foi realizado manualmente e o controle de moléstias de parte aérea foi
realizado com o fungicida Tebuco Nortox (tebuconazole, 750 mL ha™). Na
maturidade fisiologica, pelo menos 12 paniculas de cada unidade experimental
foram coletadas de forma aleatéria. Estas paniculas foram armazenadas em
camara fria e, posteriormente, uma amostra foi utilizada para a avaliacdo do

carater espiguetas multiflora.

3.1.3 Dados meteoroldgicos

As informacdes de temperatura maxima diaria, temperatura minima diaria e
precipitacdo pluviométrica, desde a semeadura até a maturidade fisiologica, foram
utiizadas para identificar possiveis variagdes ambientais associadas com a
expressividade variavel do carater espiguetas multiflora em aveia. Os dados

foram obtidos a partir do Banco de Dados Meteoroldgicos para Ensino e Pesquisa
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(BDMEP), do Instituto Nacional de Meteorologia (INMET), disponivel em

www.inmet.gov.br/projetos/rede/pesquisa. Os dados foram coletados pela estacao

meteorologica de Porto Alegre, RS.

3.1.4 Avaliacao do carater espiguetas multiflora

Para avaliacdo do carater espiguetas multiflora, quatro paniculas de cada
unidade experimental foram avaliadas, em cada época de semeadura. As
paniculas foram inicialmente divididas em trés tercos: terco inferior, terco médio e

terco superior (Figura 3).

FIGURA 3. Diferentes tipos de paniculas em aveia. Paniculas com espiguetas
normais (A) e paniculas com espiguetas multiflora e mosaico (B). Ti =
terco inferior; Tm =terco médio e Ts = ter¢o superior.

O numero de espiguetas normais, multifiora e mosaico foi quantificado em
cada um dos tercos e na panicula inteira. Espiguetas classificadas como normais

apresentavam dois ou trés flosculos (espiguetas determinadas). As espiguetas

multiflora apresentavam de quatro a oito flésculos, com a raquila alongada
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(espiguetas indeterminadas). As espiguetas classificadas como mosaico
apresentavam numero variavel de flésculos, com grdos com e sem casca
(espiguetas intermediarias).

Nos diferentes tercos, o nimero medio de espiguetas normais, multiflora e
mosaico foi composto pela média aritmética das quatro paniculas avaliadas. Com
base nestes resultados, o numero total de espiguetas normais, multifiora e
mosaico foi determinado para a panicula inteira, através do somatério do nimero

médio de espiguetas em cada um dos ter¢os.

3.1.5 Andlises estatisticas

A variacao fenotipica observada nos genotipos (linhagens e genitores) para
o carater espiguetas multiflora, avaliado nos tercos individuais e nas paniculas
inteiras, foi utilizada para a analise de distribuicdo de frequéncias. A andlise foi
realizada para cada época de semeadura avaliada e para as duas populacdes
estudadas. O numero de classes foi determinado pelo critério de pontos médios, a
cada 10%, considerando a amplitude de variacdo de 0 a 100%. Desta forma,
linhagens da populagcédo que estéo classificadas em um determinado ponto médio
apresentam variacao de = 5%.

Para as andlises de distribuicdo de frequéncias e de variancias os dados
originais foram previamente transformados para percentagem, com o objetivo de
permitir a comparacdo entre as propor¢cdes dos diferentes tipos de espiguetas
entre os ter¢cos de cada panicula e entre os genotipos. A andlise de variancia foi
utilizada a fim de detectar diferencas entre os gendtipos para o carater espiguetas
multiflora avaliado dentro de cada terco e nas paniculas inteiras. A analise de

variancia foi realizada considerando o seguinte modelo linear:
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em que:
m: média geral;

G;: efeito do i-ésimo genotipo;

A;: efeito da j-ésima época;

GA;;: efeito da interagdo do i-ésimo gendtipo com a j-ésima época;
B/Aj . efeito do k-esimo bloco dentro da j-ésima época;

&ji - €rro aleatario.

Apo6s identificar efeito significativo da interacdo genétipo x época de
semeadura, a comparacao multipla de médias entre as épocas de semeadura foi
realizada pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade, apenas para os genitores
de cada populacdo. Analises de regresséo linear do carater espiguetas multiflora
foram realizadas para cada terco da panicula, nas duas populacdes, utilizando os
dados originais (nUmero de espiguetas). A primeira época de semeadura
representou a variavel independente, enquanto a segunda época de semeadura
foi considerada a variavel dependente. A analise de variancia e a comparacéo de
médias foram realizadas com auxilio do programa estatistico Genes (Cruz, 2013).
O software SAS foi empregado para a realizacdo da analise de distribuicdo de
frequéncias. Os gréficos de distribuicdo de frequéncias e as analises de regressao

foram realizadas pelo programa SigmaPlot 12.
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3.2 Anadlise genética do carater espiguetas multiflora em aveia

3.2.1 Hipdtese genética

A hipotese de que um gene maior determina a formacdo de espiguetas
multiflora em aveia foi testada nas duas populacdes em estudo. Considerando
gque as linhagens encontravam-se em elevada homozigose, a frequéncia
esperada foi de 1:1 (linhagem indeterminada:linhagem indeterminada),
respectivamente. Um total de 92 e 90 linhagens foi considerado para a andlise
das populagdes “UFRGS 01B7114-1-3 x UFRGS 006013-1" e “URS Taura x
UFRGS017004-2”, respectivamente.

As linhagens foram divididas em duas classes fenotipicas distintas:
determinadas e indeterminadas. As linhagens classificadas como determinadas
apresentavam apenas espiguetas normais na mesma panicula. As linhagens
classificadas como indeterminadas apresentavam expressividade variavel para a
formacdo de espiguetas, podendo apresentar espiguetas normais, multiflora e
mosaico em uma mesma panicula. Por considerar que as espiguetas mosaico
apresentam um fendétipo intermediario, com modificacfes estruturais importantes
gue as diferenciam das espiguetas normais, as linhagens que possuiam este

fenétipo foram classificadas no mesmo grupo das linhagens multiflora.

3.2.2 Teste de qui-quadrado (¥°)

O teste de qui-quadrado foi utilizado para verificar a aderéncia da hipétese
genética as proporcOes fenotipicas observadas e esperadas, a 5% de
probabilidade de erro, de acordo com o modelo proposto por Steel & Torrie

(1980):

x> =X (Fp—Fg)?*/Fg com n — 1 graus de liberdade.
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em que:
F,: frequéncia observada,;
Fr: frequéncia esperada;

n: numero de classes fenotipicas.

3.3 Andlise molecular do carater espiguetas multiflora em aveia

Esta etapa do trabalho visou identificar, clonar e sequenciar genes
candidatos ao controle do carater espiguetas multiflora em aveia. Considerando a
elevada estabilidade fenotipica dos genitores URS Taura e UFRGS 017004-2
para o carater espiguetas multiflora, nas duas épocas de semeadura, apenas
estes genotipos foram utilizados para a realizacdo das andlises moleculares. A
caracterizacdo molecular foi realizada no Laboratério de Biologia Molecular do
Departamento de Plantas de Lavoura, na Faculdade de Agronomia da UFRGS,

localizado em Porto Alegre, RS.

3.3.1 Ortologia do gene AP2 em gramineas

Sequéncias gendmicas do gene AP2 de trigo, cevada, Brachypodium
distachyon, milho e setéria foram utilizadas como referéncia para a amplificacéo
de sequéncias de aveia com identidade molecular a este gene. Estas sequéncias
foram selecionadas de forma minuciosa no banco de dados do GenBank,
disponivel em http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank. Um total de 30 sequéncias de
DNA genbmico referentes ao gene AP2, de um grande namero de espécies,

foram armazenadas em um banco de dados local para analises in silico.
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3.3.2 Alinhamento multiplo de sequéncias e desenho de primers

O alinhamento multiplo das sequéncias genbmicas codificantes do gene
AP2 foi realizado utilizando a ferramenta CLUSTAL W (Thompson et al., 1994),
disponivel no programa BioEdit Sequence Alignment Editor (Hall, 1999). Apds o
alinhamento, uma sequéncia consenso entre as sequéncias alinhadas foi gerada.
A sequéncia consenso representou regides exdnicas conservadas para 0 gene
AP2 entre as sequéncias de gramineas empregadas no alinhamento. A sequéncia
consenso foi alinhada com a sequéncia completa do gene AP2 de Brachypodium
distachyon (acesso 100828894) (Vogel et al., 2010), com o objetivo de localizar os
€éxons e introns presentes na sequéncia consenso.

Sequéncias de oligonucleotideos iniciadores (primers) foram ancorados
nas regides codificantes conservadas entre as espécies. Os primers foram
desenvolvidos com auxilio do programa Primer3Plus (Untergasser et al., 2007),
considerando os seguintes parametros: a) tamanho dos produtos de amplificagcdo
esperado entre 200 e 600 pares de bases; b) tamanho da sequéncia do primer de
no minimo 16 nucleotideos, 6timo com 20 nucleotideos e maximo com 22
nucleotideos; c) temperatura de pareamento minima de 58°C, 6tima de 60°C e
maxima de 62°C e; d) concentracdo 6tima de bases guanina/citosina em 50%.

Um total de oito pares de primers foi desenvolvido para a amplificacao de
regides genbmicas candidatas ao gene AP2 em aveia. Além dos primers
desenvolvidos para o gene AP2, primers descritos na literatura para os genes
Vrnl (Nava et al., 2012) e AGL6 (Reinheimer & Kellogg, 2009) de aveia também

foram testados neste estudo (Tabela 2).
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TABELA 2. Sequéncia e orientacdo dos pares de primers utilizados nha
amplificacdo dos genes Vrnl, AP2 e AGL6 nos genitores URS Taura
e UFRGS 017004-2.

_ Orientagdo 5’ — & Orientacdo 5’ — 3
Primers
Forward (direta) Reverse (reversa)
Verl.18 ACTGAAGGCGAAGGTTGAGA TGGATTCGTGCATAAGTTGG
Ap2.1 GTCGACGCCGACATAAACTT CCAGTTCCTCGGCAAGAAG
Ap2.2 GTCGACGCCGACATAAACTT CCAGTTCCTCGGCAAGAA
Ap2.3 TCGACGCCGACATAAACTTC CCAGTTCCTCGGCAAGAAG
Ap2.4 GTCGACGCCGACATAAACTT CCAGTTCCTCGGCAAGAA
Ap2.5 GGATTTGACACTGCACATGCT AGTACAGAGGCGTCACCCTG
Ap2.6 GGATTTGACACTGCACATGCT CCAAGTACAGAGGCGTCACC
Ap2.7 AGCGACTACGAGGACGACAT CCTAGCACATATGAGGGGGA
Ap2.8 CAAAGGAGGAGTTCGTCCAC CCTAGCACATATGAGGGGGA
AGL6 GAGCTGGTACCAGGAAATGTCAAA TTCATGCTGGGATGGGTT

Os pares de primers descritos anteriormente foram ancorados em regides
codificantes do gene AP2, considerando a estrutura do gene de Brachypodium
distachyon (Figura 4). A ancoragem dos pares de primers em regides exonicas do
gene AP2 objetivou aumentar a probabilidade de amplificagcdo em aveia, uma vez

gue estas regides apresentam maior conservacao entre as espécies.

Ap2.8
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FIGURA 4. Estrutura do gene AP2 em Brachypodium distachyon com as
combinacdes de primers ancoradas em regides exonicas distintas do
gene. Barras em preto indicam os éxons.
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3.3.3 Isolamento e purificagdo do DNA

Aproximadamente 15 sementes de cada gendtipo foram germinadas em
caixas plasticas (gerbox) contendo papel germitest, em condi¢cdes de temperatura
e luminosidade ambiente. ApOs nove dias, quando as plantulas apresentavam
cerca de sete centimetros, 0,1 a 0,2 g de tecidos do coledptilo de no minimo seis
plantulas de cada gendtipo foram coletados e macerados com nitrogénio liquido.

O DNA dos genitores URS Taura e UFRGS 017004-2 foi isolado e
purificado de acordo com o protocolo adaptado de Lodhi et al. (1994) e de Lefort
& Douglas (1999). Em cada amostra de tecido macerado, foram adicionados 600
uL da solugdo tampao de extracdo (contendo 2 pyL mL™ de B-mercaptoetanol) e
aproximadamente 2 g de PVPP (polivinilpolipirrolidona). As amostras foram
misturadas e incubadas a 60°C por 25 minutos. Apds a incubacao, foi adicionado
600 pL de CIA (cloroférmio:alcool isoamilico 24:1). As amostras foram
continuamente invertidas por quatro minutos para formar uma emulsao.

A emulsdo formada foi centrifugada a 13.000 rpm por 10 minutos.
Aproximadamente 400 puL do sobrenadante foram transferidos para um novo tubo.
Um total de 250 uL de NaCl (5 M) foi adicionado ao sobrenadante. Logo apos,
750 pL de isopropanol gelado foram adicionados a solugcdo. Posteriormente, a
solucéo foi refrigerada a 4°C por 15 a 20 minutos. Depois do resfriamento a
solucéo foi centrifugada a 13.000 rpm por 10 minutos, em temperatura ambiente.
O sobrenadante foi descartado e o pellet formado foi lavado duas vezes com 500
ML de etanol (75%).

O pellet lavado foi seco a 30°C por 35 minutos e, posteriormente, foi
ressuspendido em 100 L de TE 1x em pH 8,0 + RNAse (20 ug mL™), formando a
solugdo com o DNA extraido. A solugao foi incubada a 50°C por 15 minutos. A

gualidade e a concentracdo do DNA purificado foram observadas em gel de
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agarose 1% e em espectrofotdmetro. Apds esta etapa, uma aliquota da solugao
estoque de DNA de cada gendtipo foi diluida e ajustada para solucao de trabalho,

na concentracao final de 15 ng uL™.

3.3.4 Amplificacdo dos genes Vrnl, AP2 e AGL6 em aveia

A amplificacdo do gene Vrnl e de regides gendmicas candidatas aos
genes AP2 e AGL6 em aveia foi realizada através de reacdes de PCR
(Polymerase Chain Reaction). Diferentes combinagdes de pares de primers,
desenvolvidas a partir de alinhamentos mdultiplos entre sequéncias dos
respectivos genes, foram testadas conforme descrito no item 3.3.2. A sequéncia e
orientacao de cada par de primer utilizado estdo apresentados na Tabela 2.

As combinac¢des de primers foram testadas nos genitores URS Taura e
UFRGS 017004-2. As reacbes de amplificacdo foram conduzidas em
termocicladores C7000 Touch™ Thermal Cycler (Bio-Rad Laboratories, Hercules,
USA). O volume de cada reagao foi de 15 yL com 2,5 mM de MgCl,, 200 uM de
dNTP, 1 unidade da enzima Tag DNA Polymerase (Invitrogen), 1x PCR buffer,
200 uM de cada unidade do primer (“forward” e “reverse”) e 30 ng de DNA.

As condicdes de amplificacdo para cada reacdo foram: desnaturacao inicial
por trés minutos a 94°C; seguido por 40 ciclos de 30 segundos a 94°C
(desnaturacéo), 45 segundos na temperatura especifica de pareamento para cada
combinacao de primers (63°C para Ver-1.18; 57°C para Ap2.7 e 51°C para AGL6)
e dois minutos a 72°C (extensao). Uma reacéo final de extensé&o foi conduzida por
10 minutos a 72°C. As reacdes foram armazenadas a 4°C ou a -20°C até a etapa
de eletroforese em gel de agarose a 1,5%. Durante a eletroforese as amostras
permaneceram submersas em tampao TBE (Tris/Borato/EDTA) 0,5x por uma hora

e 30 minutos a 100 volts.
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3.3.5 Clonagem e sequenciamento

3.3.5.1 Exciséo e reamplificacdo dos fragmentos de interesse

Os produtos de amplificagdo dos genitores URS Taura e UFRGS 017004-2
de tamanho esperado para as combinagdes de primers testadas Verl.18, Ap2.7 e
AGL6 foram excisados do gel de agarose e purificados pelo kit de extracdo de
DNA PureLink® Quick Extration (Invitrogen). Apés a purificacéo, os fragmentos de
DNA de interesse de cada gene foram reamplificados com as suas respectivas
combinac¢des de primers, a fim de observar se a amplificacdo ocorreu na regiéao
de interesse. As reacOes de reamplificacdo seguiram as mesmas condi¢cdes de
amplificacao descritas no item 3.3.4. Os produtos de amplificagcdo gerados a partir

das combinag¢des de primers testadas foram clonados.

3.3.5.2 Preparo de células competentes

Células competentes da bactéria Escherichia coli (XL1-Blue) provenientes
da multiplicacdo de uma suspensao bacteriana pré-existente foram utilizadas para
a clonagem. Uma coldnia, proveniente do plagueamento de uma suspenséo
bacteriana, foi incubada a 37°C por 16 horas sob agitacdo de 200 rpm, em 3 mL
de meio LB liquido (10 g L™ de peptona + 5g L™ de extrato de levedura + 5 g L™
de NaCl), contendo o antibidtico tetraciclina (10 mg mL™), ao qual a bactéria
Escherichia coli (XL1-Blue) é resistente.

O volume de 2 mL do inéculo de células preparado na etapa anterior foi
transferido para 100 mL de um novo meio de cultura LB liquido (contendo
tetraciclina), e incubado a 37°C por trés horas sob agitacdo de 250 rpm. A
densidade optica de 600 nm do meio LB liquido com as bactérias foi mensurada
periodicamente. Quando o valor proximo a 0,5 foi alcangcado, o crescimento

bacteriano foi interrompido. O meio LB liquido com as células competentes foi
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mantido no gelo por 20 minutos. Posteriormente, o volume da solu¢do de 100 mL
foi dividido em dois tubos de 50 mL. Os tubos foram centrifugados por 15 minutos,
a 5.600 rpm, a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o pellet, contendo as células
bacterianas, foi ressuspendido em 50 mL de glicerol (10%) gelado para cada tubo.

As etapas de centrifugacao, descarte do sobrenadante e ressuspensao do
pellet foram realizadas por mais trés vezes. O volume de glicerol (10%) gelado
adicionado na etapa de ressuspenséao foi reduzido para metade na segunda vez;
para 2 mL na terceira vez e para 0,4 mL na quarta vez. Aliquotas de 40 uL da
nova suspensdo bacteriana foram distribuidas em tubos de 0,6 mL
(autoclavados), congeladas imediatamente em nitrogénio liquido, e armazenadas
no ultrafreezer a -88°C. Esta etapa de preparo das células competentes foi
realizada no Laboratorio de Genbmica Estrutural e Funcional do Centro de

Biotecnologia da UFRGS, localizado em Porto Alegre, RS.

3.3.5.3 Reacdes de ligacao e transformacéao de células competentes

Apbés o0 preparo das células competentes, o protocolo utilizado nas
proximas etapas de clonagem foi adaptado de Nava et al. (2012). As reacfes de
ligacdo foram realizadas em um volume final de 6 pL, contendo 1 pyL do produto
de reamplificagcéo, 1uL do vetor PCR™2.1-TOPO® (Invitrogen) contendo a enzima
ligase, 0,25 pL da solucéao salina (1,2 M de NaCl e 0,06 M de MgCl,) e 3,75 pL de
agua ultrapura Milli-Q®. Cada reacdo foi misturada gentilmente, mantida a
temperatura ambiente por 15 minutos e armazenada em geladeira a 4°C.

A transformacdo das células competentes da bactéria Escherichia coli
(XL1-Blue) foi realizada pelo método de eletroporacdo. A solucdo de
transformacéo, contendo 40 pL de células competentes (descongeladas em gelo),

adicionado de 2 yL da reacéo de clonagem, foi incubada por um minuto em gelo,
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e logo apos, transferida para a cubeta de eletroporagcdo. Imediatamente apos a
eletroporacdo, foi adicionado 1 mL do meio LB liquido (sem o antibidtico
tetraciclina) a cubeta, para a transferéncia das células transformadas em um tubo
eppendorff de 2 mL. Esta etapa foi realizada no Laboratério de Fitopatologia
Molecular, na Faculdade de Agronomia da UFRGS, localizado em Porto Alegre,

RS.

3.3.5.4 Multiplicagdo das células transformadas

As células transformadas foram mantidas sob agitacdo de 200 rpm, a 37°C,
por uma hora e 10 minutos para promover a multiplicacdo das células
transformadas. Nesta etapa, os tubos permaneceram na posicado horizontal.
Durante este periodo de agitac&o, 40 uL de X-gal (40 mg mL™) diluido em dimetil-
formaldeido e 40 pL de IPTG (100 mM) foram distribuidos na superficie de placas
de Petri, contendo meio LB sélido e os antibiéticos tetraciclina (10 mg mL™?) e
canamicina (50 mg mL™). Apés a adicéo destas substancias, as placas de Petri
foram mantidas a 37°C, a fim de fornecer uma condi¢&o ideal para o crescimento
das bactérias.

O antibidtico tetraciclina seleciona a bactéria Escherichia coli (XL1-Blue),
enquanto a canamicina seleciona células bacterianas que contém o vetor
PCR™2.1-TOPO®. A solugdo X-gal é responsavel pela coloracdo azul das
colénias que contém apenas o vetor, sem a insercdo do fragmento de DNA
desejado, enquanto o IPTG é necessario para a indugdo da coloracédo das
colonias bacterianas.

Apo6s o periodo de agitacdo das células transformadas e da adicdo de
tetraciclina e canamicina nas placas de Petri, um volume de 200 yL de células

transformadas foi distribuido em cada placa. Desta forma, cinco placas de Petri
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para cada reacéo de transformacao foram utilizadas. Apés o plaqueamento das
células transformadas, as placas de Petri foram incubadas a 37°C por 14 horas

(overnight).

3.3.5.5 Selecao de clones, multiplicacéo e purificacao dos plasmideos

Ap6s a multiplicagdo das células, 12 coldnias individuais de coloragdo
branca para cada reacédo de transformacéo foram repicadas em 5 mL do meio de
cultura LB liquido, contendo os antibidticos tetraciclina e canamicina nas mesmas
concentragcfes apresentadas anteriormente. Nesta etapa, tubos falcon de 50 mL
foram utilizados, a fim de fornecer uma condicdo aerdbica adequada ao
crescimento das células. As coldnias brancas representavam células bacterianas
efetivamente transformadas e, portanto, apresentavam o fragmento de DNA de
interesse inserido no vetor. Cada coldnia foi incubada a 37°C sob agitagcéo de 100
rom por um periodo de 14 horas (overnight), promovendo a multiplicacdo das
células bacterianas de cada coldénia. Um controle negativo do meio de cultura,
livre de inoculacdo, foi empregado com o propésito de assegurar que 0 meio de
cultura ndo apresentava contaminagao por outros microrganismos.

Apbs o periodo de incubacao, os tubos contendo meio de cultura e células
multiplicadas foram centrifugados a 8.000 rpm por 8 a 10 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o pellet formado (o qual continha as células
transformadas) foi ressuspendido em 500 pyL de MgSO4 (10 mM). A solugéo
ressuspendida foi aquecida a 100°C em termociclador, por 10 minutos,
promovendo a separacdo do plasmideo (vetor + fragmento amplificado) da
bactéria. Posteriormente, a solugdo foi centrifugada a 12.500 rpm por 5 minutos.
O sobrenadante foi coletado (0 qual continha os plasmideos) e armazenado a

4°C.
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3.3.5.6 Amplificacdo dos insertos e preparo de amostras para o
segquenciamento

A etapa de amplificagdo dos insertos foi conduzida em duas reacdes
principais. Na primeira reagéo, 5 pL do sobrenadante coletado foram adicionados
ao coquetel, contendo 62 uL de agua ultrapura Milli-Q®, 10 L de Taq Buffer 10x e
3 yL de MgCl, (50 mM). A reacéo foi incubada em termociclador por 30 minutos a
94°C. Na segunda reacdo, 20 pL da primeira reacdo foram adicionados ao
coquetel, contendo 15,9 pL de agua ultrapura Milli-Q®, 2 L de dNTPs (10 mM),
0,8 uL do primer universal M13 Foward (10 pM), 0,8 pL do primer universal M13
Reverse (10 pM) e 0,5 yL da enzima Taq DNA Polimerase de alta fidelidade
(Invitrogen). As condi¢cdes de amplificagdo foram: 30 ciclos de 1 minuto a 94°C, 1
minuto a 55°C e 2 minutos a 72°C. Uma reacao final de extenséo foi realizada por
10 minutos a 72°C e mantida a 4°C.

O produto de amplificacéo dos insertos foi visualizado em gel de agarose a
1,5%, a fim de avaliar a qualidade e tamanho dos fragmentos de DNA clonados.
Apenas fragmentos com tamanho esperado de amplificacdo para cada
combinacdo de primers foram selecionados para o sequenciamento. A reacado de
sequenciamento para cada fragmento selecionado continha 40 ng de DNA, 0,5 uL
do primer M13 Foward (10 pM) e agua ultrapura Milli-Q®, em um volume total de 6
ML. As amostras foram enviadas para o laboratorio Ludwig Biotec, localizado em
Alvorada, RS, e para a Unidade de Analises Moleculares e de Proteinas do

Hospital de Clinicas da UFRGS, localizado em Porto Alegre, RS.

3.3.6 Andlise in silico dos fragmentos clonados
Ap6s 0 sequenciamento, as sequéncias de aveia obtidas para as

combinagdes de primers dos genes Vrnl, AP2 e AGL6, dos genitores URS Taura
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e UFRGS 017004-2, foram exportadas dos eletroferogramas e armazenadas em
arquivos no formato FASTA. Sequéncias correspondentes ao vetor de clonagem
foram identificadas e removidas manualmente. Posteriormente, as sequéncias de
nucleotideos de aveia foram comparadas com outras sequéncias disponiveis em
bancos de dados moleculares, utilizando a ferramenta BLAST (Basic Linear
Alignment Sequence Tool).

A partir dos resultados da analise de BLAST, as sequéncias com elevada
similaridade de nucleotideos para os genes Vrnl, AP2 e AGL6 em outras
espécies e/ou em aveia disponiveis no GenBank, foram alinhadas com as
sequéncias de aveia obtidas no presente estudo. As sequéncias de aveia
correspondentes ao gene Vrnl foram alinhadas com a sequéncia de trigo (acesso
AY747600.1). As sequéncias candidatas ao gene AP2 foram comparadas com
sequéncias de Brachypodium distachyon (acesso XM_010233483.1), trigo
(acesso AJ577368.1) e cevada (acesso AK370055.1). As sequéncias do gene
AGL6 foram alinhadas com sequéncias de aveia preta (acesso GQ496644.1),
aveia branca (acesso GQ496645.1), cevada (acessos GQ496642.1 e
AY541067.1), Brachypodium distachyon (acesso GQ496641.1), Triticum
monococcum (acesso GQ496643.1) e Lolium temulentum (acesso GQ496646.1).
O alinhamento multiplo das sequéncias foi realizado com auxilio do programa
BioEdit Sequence Alignment Editor (Hall, 1999).

A partir dos alinhamentos descritos acima, foi possivel determinar o nivel
de identidade molecular entre: i) as sequéncias de aveia obtidas no presente
estudo com as sequéncias disponiveis nos bancos de dados moleculares e ii) as
sequéncias dos genitores URS Taura e UFRGS 017004-2. O nivel de

polimorfismo foi estimado pela frequéncia de SNPs (Single Nucleotide
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Polymorphisms) presente nas diferentes sequéncias analisadas para a mesma
combinagéo de primers.

Sequéncias exodnicas do gene Vrnl foram traduzidas em sequéncias de
aminoacidos, quando foi identificada a ocorréncia de SNPs entre os genitores
URS Taura e UFRGS 017004-2. Para as sequéncias gendmicas candidatas aos
genes AP2, parte de uma possivel regido codificadora de proteina ou
polipeptideo, aqui descrita como ORF (Open Reading Frame), foi identificada. As
sequéncias genbmicas referentes ao gene AGL6 foram convertidas para
sequéncias de aminoacidos e comparadas com a sequéncia completa de
aminoacidos de cevada (acesso AY541067.1). A conversdo das sequéncias de
DNA para sequéncias de aminoéacidos foi realizada com auxilio do programa
Mega 6.0 (Tamura et al., 2013). As figuras de cada alinhamento foram geradas
com auxilio do programa GeneDoc (Nicholas & Nicholas, 1997).

A estrutura tridimensional (3D) de uma possivel proteina do gene AP2 em
aveia foi modelada na plataforma SWISS-MODEL, disponivel em
http://swissmodel.expasy.org, para os dois genitores. As estruturas 3D foram
visualizadas no programa RasMol Version 2.7.5.2 (Sayle & Milner-White, 1995).
Sequéncias genbmicas correspondentes ao gene AP2 foram convertidas para
RNA e alinhadas com a sequéncia do miR172a (acesso MI0018110) de
Brachypodium distachyon, disponivel no banco de dados online miRBase

(http://www.mirbase.org).



4 RESULTADOS

Os resultados apresentados neste trabalho incluem: i) a analise fenotipica
do carater espiguetas multiflora em aveia, em duas épocas distintas de
semeadura; ii) a andlise genética do carater espiguetas multiflora em aveia e iii) a
analise molecular de genes candidatos ao controle do carater espiguetas
multiffora em aveia, que envolveu a identificacdo de sequéncias gendmicas

associadas a estes genes.

4.1 Analise fenotipica do carater espiguetas multiflora em aveia
A andlise fenotipica do carater espiguetas multiflora consistiu na avaliacéo
do numero de espiguetas normais, multifiora e mosaico, em cada um dos trés

tercos da panicula (inferior, médio e superior) e na panicula inteira.

4.1.1 Dados meteoroldgicos

As condicbes de temperatura durante o periodo de conducdo dos
experimentos nas duas épocas de semeadura foi muito similar. No entanto, a
precipitacdo pluviométrica foi aproximadamente 50% superior no periodo
vegetativo referente a primeira época de semeadura. Além disso, deve-se
considerar que o comprimento do dia foi maior na segunda época de semeadura.
Também foi possivel verificar picos de temperatura em momentos determinantes

para a formacao das inflorescéncias na segunda época de semeadura (Figura 5).
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FIGURA 5. Precipitagdo pluviométrica, temperatura maxima diaria e temperatura
minima diaria da semeadura até a maturidade fisioloégica. A
temperatura minima média durante o periodo vegetativo foi de
11,6°C para ambas as épocas de semeadura. A temperatura maxima
média durante o periodo vegetativo foi de 21,5°C e 22,3°C para as
épocas 1 e 2, respectivamente. A precipitacdo acumulada durante o
periodo vegetativo foi de 451 mm para a época 1 e 310 mm para a
época 2. EEpl = emergéncia da época 1; EEp2 = emergéncia da
época 2; FEp1 = inicio do florescimento na época 1; FEp2 = inicio do
florescimento na época 2. Fonte: INMET.

4.1.2 Analise dos dados fenotipicos

4.1.2.1 Distribuicdo de frequéncias

A distribuicdo de frequéncias dos fendtipos espiguetas normais, multiflora
e mosaico, avaliados em cada um dos ter¢cos da panicula, nas duas épocas de
semeadura para a populagdo “UFRGS 01B7114-1-3 x UFRGS 006013-1" est&o
apresentados na Figura 6. Das 92 linhagens avaliadas, aproximadamente 46
linhagens apresentaram o fenotipo 100% de espiguetas normais no tergo inferior,

nas duas épocas de semeadura. Por outro lado, considerando as demais classes
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fenotipicas, uma menor formacéo de espiguetas normais foi observada entre as
linhagens com expressividade variavel na segunda época de semeadura (Figura
6A).

Analisando a percentagem de espiguetas multiflora no terco inferior, foi
possivel observar que nenhuma das 92 linhagens avaliadas na primeira época de
semeadura apresentou o fenotipo 100% espiguetas multiflora. J& para a segunda
época de semeadura, 12 linhagens avaliadas apresentaram o fenoétipo 100%
espiguetas multiflora no terco inferior. A maior formacéo de espiguetas multiflora
também foi observada para as linhagens pertencentes as demais classes
fenotipicas na segunda época de semeadura (Figura 6B). Para o fendtipo
espiguetas mosaico, definido como espiguetas que apresentam numero variavel
de flésculos com grdos com e sem casca, 11 e sete linhagens apresentaram o
fenétipo 100% espiguetas mosaico na primeira e na segunda época de
semeadura, respectivamente. Por outro lado, pouco mais de 50% das linhagens,
em cada época de semeadura, ndo apresentaram o fenotipo espiguetas mosaico
(Figura 6C).

Ao avaliar a formacdo das espiguetas no terco meédio das paniculas,
observou-se que aproximadamente 46 linhagens apresentaram o fenétipo 100%
espiguetas normais nas duas épocas de semeadura avaliadas (Figura 6D).
Entretanto, apenas zero e 12 linhagens apresentaram o fenoétipo 100% de
espiguetas multiflora no terco meédio, na primeira e na segunda época de
semeadura, respectivamente (Figura 6E). Para o fendtipo espiguetas mosaico,
nove e trés linhagens apresentaram 100% de espiguetas mosaico no ter¢co médio,
entre as épocas de semeadura avaliadas. Estes resultados demonstraram que
houve uma reducdo no numero de linhagens com o fendétipo 100% espiguetas

mosaico no terco médio em comparacao ao ter¢o inferior, para as duas épocas de
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semeadura. J4 o numero de linhagens que ndo apresentou espiguetas mosaico

no terco médio foi similar ao observado no terco inferior, em ambas as épocas de

semeadura (Figura 6F).
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FIGURA 6. Distribuicdo de frequéncias das linhagens de aveia derivadas do
cruzamento UFRGS 01B7114-1-3 x UFRGS 006013-1 para fendtipos
relacionados com o carater espiguetas multiflora, em duas épocas de
semeadura, avaliadas no ano de 2014. As flechas indicam as classes
em que se encontram os genitores em cada época de semeadura. E1
=época l e E2 = época 2.

Analisando o terco superior da panicula, aproximadamente 45 linhagens

apresentaram o fendtipo 100% espiguetas normais,

nas duas épocas de

semeadura (Figura 6G). Da mesma forma que observado para o terco inferior e

médio, nenhuma linhagem apresentou o fenotipo 100% espiguetas multiflora na
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primeira época de semeadura. No entanto, 19 linhagens apresentaram o fenotipo
100% espiguetas multiflora na segunda época de semeadura. Estes resultados
indicaram o maior numero de linhagens com este fendtipo no ter¢co superior em
comparacao com o ter¢o inferior e médio da panicula (Figura 6H). Considerando a
formacdo de espiguetas mosaico no ter¢co superior, apenas uma linhagem
apresentou 100% de espiguetas mosaico neste terco, na primeira época de
semeadura, enquanto nenhuma linhagem foi observada na segunda época de
semeadura. O numero de linhagens que ndo apresentou o fenétipo espiguetas
mosaico no terco superior foi similar com os tercos inferior e médio da panicula
(Figura 6l).

A distribuicdo de frequéncias dos fendtipos espiguetas normais, multiflora
e mosaico avaliados na populacdo “UFRGS 01B7114-1-3 x UFRGS 006013-1",
considerando a panicula inteira, esta apresentada na Figura 7. Verificou-se que
46 e 44 linhagens apresentaram o fenotipo 100% espiguetas normais na primeira
e segunda época de semeadura, respectivamente (Figura 7A). Estes resultados
demonstraram que para as duas épocas de semeadura aproximadamente 50%
das linhagens avaliadas apresentaram elevada estabilidade para a formacéo de
espiguetas normais, considerando a panicula inteira.

Os resultados também indicaram o aumento no numero de linhagens com
100% de espiguetas multiflora na segunda época de semeadura, sendo que 12
linhagens apresentaram este fenétipo (Figura 7B). Para o fenotipo mosaico,
linhagens com 100% de espiguetas mosaico foram observadas somente na
primeira época de semeadura. O numero de linhagens que ndo apresentou o
fenotipo espiguetas mosaico foi similar entre as épocas de semeadura (Figura

70).
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FIGURA 7. Distribuicdo de frequéncias das linhagens de aveia derivadas do
cruzamento UFRGS 01B7114-1-3 x UFRGS 006013-1 para os
fendtipos espiguetas normais, multifiora e mosaico, em duas épocas
de semeadura, avaliadas no ano de 2014. As flechas indicam as
classes em que se encontram 0s genitores em cada época de
semeadura. E1 = época 1 e E2 = época 2.

A distribuicdo de frequéncias do carater espiguetas multiflora, expresso
pelos fenotipos espiguetas normais, multifiora e mosaico, avaliados em cada um
dos tercos da panicula, nas duas épocas de semeadura para a populacdo “URS
Taura x UFRGS 017004-2” estd apresentada na Figura 8. Das 90 linhagens
avaliadas, 56 apresentaram 100% das espiguetas normais no terco inferior da
panicula, nas duas épocas de semeadura (Figura 8A). Analisando o fendétipo
espiguetas multiflora no tergo inferior, uma e 17 linhagens apresentaram 100%

das espiguetas multiflora, na primeira e na segunda época de semeadura,

respectivamente (Figura 8B). A formacdo de espiguetas mosaico no ter¢o inferior
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da panicula se manteve similar entre as épocas de semeadura, tanto entre as
linhagens que apresentaram 100% de espiguetas mosaico, quanto em linhagens

com a auséncia deste fenotipo (Figura 8C).
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FIGURA 8. Distribuicdo de frequéncias das linhagens recombinantes de aveia
derivadas do cruzamento entre URS Taura x UFRGS 017004-2 para
fendtipos relacionados com o carater espiguetas multiflora, em duas
épocas de semeadura, no ano de 2014. As flechas indicam as classes
gue se encontram 0s genitores em cada época de semeadura. E1 =
época 1 e E2 = época 2.

Aproximadamente 58 linhagens apresentaram 100% das espiguetas
normais no terco médio da panicula, nas duas épocas de semeadura (Figura 8D).

O desenvolvimento de espiguetas 100% multiflora no ter¢co médio da panicula

aumentou na segunda época de semeadura, com 19 linhagens em comparacéao
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com a primeira época de semeadura que apresentou apenas duas linhagens
(Figura 8E). A formacdo de espiguetas mosaico no terco médio da panicula
apresentou distribuicdo de frequéncias similar entre as épocas de semeadura
avaliadas, sendo que apenas trés linhagens apresentaram o fendtipo 100%
espiguetas mosaico. Por outro lado, 67 e 76 linhagens n&o apresentaram
espiguetas com este fendtipo na primeira e na segunda época de semeadura,
respectivamente. As linhagens com auséncia absoluta de espiguetas mosaico nos
tercos inferior e médio foram muito similares nesta populagéo (Figura 8C e 8F).

No terco superior da panicula, 58 e 55 linhagens apresentaram o fenotipo
100% das espiguetas normais na primeira e na segunda época de semeadura,
respectivamente (Figura 8G). Para o fendtipo espiguetas multiflora, cinco e 19
linhagens apresentaram o fenétipo 100% espiguetas multiflora entre as duas
épocas de semeadura avaliadas. E importante observar que o namero de
linhagens estaveis para a formacdo de espiguetas multifllora foi muito similar
entre os diferentes tercos da panicula, na segunda época de semeadura. Ja para
a primeira época de semeadura, o numero de linhagens estaveis foi maior no
terco superior em comparagao com os demais (Figura 8H).

Em relacdo a formacdo das espiguetas mosaico, apenas duas linhagens
apresentaram o fendtipo 100% espiguetas mosaico na primeira época de
semeadura, enquanto nenhuma linhagem apresentou este fendtipo na segunda
época de semeadura. O numero de linhagens que ndo apresentou espiguetas
mosaico no tergo superior foi similar ao observado nos tergos inferior e médio na
primeira época de semeadura. Por outro lado, todas as linhagens (90)
apresentaram a auséncia deste fenotipo na segunda época de semeadura,
portanto, numero superior em comparacdo com o0s tercos inferior e médio da

panicula (Figura 8I).
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A distribuicdo de frequéncias do carater espiguetas multiflora, avaliado na
populacado “URS Taura x UFRGS 017004-2”, considerando a panicula inteira, esta
apresentada na Figura 9. Aproximadamente 58 linhagens apresentaram 100%
das espiguetas normais na panicula (Figura 9A). Na segunda época de
semeadura, verificou-se 0 maior numero de linhagens exibindo 100% de
espiguetas multiflora (18 linhagens) quando comparado a primeira época de

semeadura (duas linhagens) (Figura 9B).
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FIGURA 9. Distribuicdo de frequéncias das linhagens de aveia derivadas do
cruzamento URS Taura x UFRGS 017004-2 para os fendtipos
espiguetas normais, multiffora e mosaico, em duas épocas de
semeadura, no ano de 2014. As flechas indicam as classes em que
se encontram os genitores em cada época de semeadura. E1 = época
1 e E2 =época 2.
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A distribuicdo de frequéncias para a formacédo de espiguetas mosaico
indicou que o numero de linhagens com 100% de espiguetas mosaico foi similar
nas duas épocas de semeadura. Porém, o niumero de linhagens com auséncia
deste fendtipo foi superior na segunda época de semeadura (76 linhagens) em
comparacao com a primeira época de semeadura (67 linhagens) (Figura 9C).

A analise da distribuicdo de frequéncias revelou que as duas populagcdes
avaliadas apresentaram desempenho similar para o carater espiguetas multiflora
nas diferentes épocas de semeadura. Em ambas as populacbes o numero de
linhagens com o fendtipo 100% espiguetas multiflora foi superior na segunda
época de semeadura, em todos os tercos da panicula. Além disso, verificou-se a
tendéncia de maior formacdo de espiguetas multiflora no terco superior da
panicula na populagdo “UFRGS 01B7114-1-3 x UFRGS 006013-1”. A populacédo
“URS Taura x UFRGS 017004-2” apresentou numero superior de linhagens com

paniculas contendo 100% de espiguetas normais.

4.1.2.2 Analises de variancia

Os resultados da andlise de variancia para o carater espiguetas multiflora
avaliado na populacdo “UFRGS 01B7114-1-3 x UFRGS 006013-1" estao
apresentados na Tabela 3. A analise de variancia indicou efeito significativo para
a interacdo genotipo x época de semeadura. Com excecdo do fenotipo espiguetas
normais no terco superior da panicula (ENTs), todos os outros fenotipos
relacionados ao carater espiguetas multiflora foram dependentes da época de
semeadura (Tabela 3).

A formacdo de espiguetas multiflora aumentou nos trés tercos da panicula
analisados na segunda época de semeadura, enquanto a formac¢éo de espiguetas

mosaico diminuiu. Embora a ocorréncia de espiguetas normais no ter¢co superior
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da panicula ndo tenha sido associada com a época de semeadura, a expressao
deste fendtipo foi reduzida nos tercos inferior e médio da panicula na segunda
eépoca de semeadura. Os elevados coeficientes de variagcdo estimados,
principalmente para os fenotipos espiguetas multifiora e mosaico, em ambos os
tercos da panicula, foram decorrentes da expressividade variavel do caréter

espiguetas multiflora e do numero reduzido de repeticdes.

TABELA 3. Resumo da andlise de variancia para os fenétipos espiguetas normais
(ENTI), espiguetas multiflora (EMTi) e espiguetas mosaico (EMSTi) no
terco inferior; espiguetas normais (ENTm), espiguetas multiflora
(EMTm) e espiguetas mosaico (EMSTm) no terco médio; espiguetas
normais (ENTS), espiguetas multifiora (EMTSs) e espiguetas mosaico
(EMSTs) no ter¢co superior, em duas épocas de semeadura, na
populagcdo UFRGS 01B7114-1-3 x UFRGS 006013-1.

UFRGS 01B7114-1-3 x UFRGS 006030-1

Causas de -
variacéo GL Quadrado Médio

ENTI EMTI EMSTi ENTm EMTm EMSTm ENTs EMTs EMSTs

Blocos/E 2 250,6 5259 1268,4 2553 10425 1547,6  268,1 11045  1129,8
Gendtipos (G) 95  7202,4" 1979,3" 4756,1" 7471,7° 2577,8" 4128,6° 8317,9" 4379,8" 2534,3"
Epocas (E) 1 17264,8° 450754 6547,1™ 12936,6° 41206,4 7966,3"™ 3346,2™ 32731,6 15146,8™

G xE 95  560,0° 1068,67 541,3 407,4° 8451 538,07 126,4™ 517,2" 48427

Residuo 190 336,0 166,8 373,2 283,4 126,7 287,5 227,4 156,9 201,5

Média E1 - 66,0 3,8 30,2 63,9 7,7 28,4 57,8 18,2 24,0
Média E2 - 52,6 25,4 22,0 52,3 28,4 19,3 51,9 36,6 11,5
CVE1l - 30,3 237,5 62,3 27,3 117,7 60,7 24,4 62,1 63,3
CV E2 - 31,3 62,6 90,2 31,0 46,1 86,1 30,9 37,3 113,9

e = significativo a 5% e 1% de probabilidade pelo teste F, respectivamente; ™ = ndo significativo; GL =
graus de liberdade; E1 = época 1 e E2 = época 2; CV = coeficiente de variacao (%).

A andlise de variancia do carater espiguetas multiflora, considerando a
panicula inteira para a populacéo “UFRGS 01B7114-1-3 x UFRGS 006013-1" esta
apresentada na Tabela 4. Os resultados indicaram efeito significativo da interagcéo
gendtipo x época de semeadura para os fenétipos espiguetas multiflora (EMULT)

e espiguetas mosaico (EMOS). Estes resultados reafirmaram o aumento na
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percentagem de espiguetas multiflora e a redugcao na percentagem de espiguetas

mosaico na segunda época de semeadura (Tabela 4).

TABELA 4. Resumo da anélise de variancia para os fenétipos espiguetas normais
(ENOR), espiguetas multiflora (EMULT) e espiguetas mosaico
(EMOS), em duas épocas de semeadura, para a populacdo UFRGS
01B7114-1-3 x UFRGS 006013-1.

UFRGS 01B7114-1-3 x UFRGS 006030-1

Cvaauris;;sége GL Quadrado Médio
ENOR EMULT EMOS
Blocos/E 2 239,5 955,7 1510,9
Gen6tipos (G) 95 7663,2" 2881,4" 3701,2"
Epocas (E) 1 9632,3" 38008,1° 9372,6™
G xE 95 294,1" 683,0" 464,77
Residuo 190 253,7 111,5 235,6
Média E1 - 62,3 10,2 27,5
Média E2 - 52,2 30,1 17,6
CV E1 - 25,3 82,3 57,2
CV E2 - 30,8 41,0 84,7
e = significativo a 5% e 1% de probabilidade pelo teste F, respectivamente; ™ = nio

?Oi/g)nificativo; GL = graus de liberdade; E1 = época 1 e E2 = época 2; CV = coeficiente de variacdo
0).

Os resultados da andlise de variancia para o carater espiguetas multiflora
avaliado na populacédo “URS Taura x UFRGS 017004-2” estdo apresentados na
Tabela 5. Com excecéo dos fendtipos espiguetas mosaico, em todos os ter¢cos da
panicula, e espiguetas normais no terco médio da panicula (ENTm), todos os
outros fenotipos relacionados a formacdo de espiguetas normais e multiflora
apresentaram interacdo significativa entre os genétipos e as épocas de
semeadura (Tabela 5).

A formacdo de espiguetas multiflora aumentou na segunda época de
semeadura, independente do terco da panicula avaliado, na populacdo “URS

Taura x UFRGS 017004-2”. A ocorréncia de espiguetas mosaico se manteve
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muito similar entre as épocas de semeadura, enquanto a formacao de espiguetas
normais diminuiu na segunda época de semeadura. Da mesma forma que na
populagcdo “UFRGS 01B7114-1-3 x UFRGS 006013-1", os coeficientes de
variacdo foram elevados, principalmente para a formacao de espiguetas multiflora

e mosaico (Tabela 5).

TABELA 5. Resumo da andlise de variancia para os fenotipos espiguetas normais
(ENTI), espiguetas multiflora (EMTi) e espiguetas mosaico (EMSTi) no
terco inferior; espiguetas normais (ENTm), espiguetas multiflora
(EMTm) e espiguetas mosaico (EMSTm) no terco médio; espiguetas
normais (ENTS), espiguetas multiflora (EMTS) e espiguetas mosaico
(EMSTs) no ter¢co superior, em duas épocas de semeadura, na
populacdo URS Taura x UFRGS 017004-2.

URS Taura x UFRGS 017004-2

Causas de -
variacio GL Quadrado Médio

ENTi EMTI EMSTi ENTm EMTm EMSTm  ENTs EMTs EMSTs
Blocos/E 2 3,2 38,2 31,5 9,6 2,3 16,3 54,5 10,8 95,6

Gendtipos (G) 95 577517 4103,3" 2229,7" 6205,8" 4545,2" 2166,2" 6793,3" 5278,6° 1877,4"

Epocas (E) 1 7972,0" 9959,7°  110,5™ 6239,0” 71352"  30,1™ 3400,2° 3493,6" 0,6™

G xE 95 355,27 479,9" 154,3™® 291,8 379,77 179,1™  209,8™ 207,3° 219,3"®
Residuo 190 2144 1260  167,7 2147 1201 1949 2015 1162  167,2
Média E1 - 76,8 12,2 11,0 75,2 14,2 10,6 73,0 17,4 9,6
Média E2 - 67,7 22,4 9,9 67,2 22,8 10,0 67,0 23,5 9,5
CVE1 - 18,5 96,0 101,6 16,2 76,4  104,0 18,0 63,4  116,3
CVE2 - 22,3 47,8 146,6 25,0 485  163,9 22,7 447  152,6

e = significativo a 5% e 1% de probabilidade pelo teste F, respectivamente; ™ = ndo significativo; E1 =
época 1 e E2 = época 2; CV = coeficiente de variagdo (%).

A andlise de variancia das espiguetas normais, multiflora e mosaico em
toda a panicula, sem considerar a divisdo entre os tergcos, também foi realizada
para a populacdo “URS Taura x UFRGS 017004-2” (Tabela 6). Os resultados
indicaram efeito significativo da interacao genétipo x época de semeadura apenas
para o fenotipo EMULT. A formacdo de espiguetas multiflora aumentou na

segunda época de semeadura, reafirmando os resultados considerando os
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diferentes tercos da panicula. Diferentemente do que foi observado para a
populacdo “UFRGS 01B7114-1-3 x UFRGS 006013-1", este aumento nao esteve

acompanhado da reducéo na percentagem de espiguetas mosaico (Tabela 6).

TABELA 6. Resumo da andlise de variancia para os fenétipos espiguetas normais
(ENOR), espiguetas multiflora (EMULT) e espiguetas mosaico
(EMOS), em duas épocas de semeadura, para a populacdo URS
Taura x UFRGS 017004-2.

URS Taura x UFRGS 017004-2

Causas de

variaco GL Quadrado Médio
ENOR EMULT EMOS
Blocos/E 2 27,0 10,1 55,1
Genoétipos (G) 95 6291,9” 4684,0” 2041,1"
Epocas (E) 1 5355,8" 6144,3" 27,1
G xE 95 241,3™ 317,8" 171,6™
Residuo 190 194,7 114,6 166,9
Média E1 - 74,8 15,0 10,2
Média E2 - 67,3 23,0 9,7
CVEl - 16,1 71,7 101,2
CV E2 - 23,2 46,6 154,0
e = significativo a 5% e 1% de probabilidade pelo teste F, respectivamente; ™ = n&o

?Oi/g)nificativo; GL = graus de liberdade; E1 = época 1 e E2 = época 2; CV = coeficiente de variacdo
0).

Comparando a duas populacbes, verifica-se que ambas aumentaram a
formacédo de espiguetas multiflora na segunda época de semeadura, em todos os
tercos da panicula (Tabela 3 e Tabela 5). Na populagdo “UFRGS 01B7114-1-3 x
UFRGS 006013-1", este aumento esteve acompanhado da reducdo das
espiguetas mosaico, em cada um dos trés tercos (Tabela 3). Considerando toda a
panicula, apenas as espiguetas multiflora apresentaram interacdo significativa
entre os genotipos e as épocas de semeadura, independente da populagéo
estudada (Tabela 4 e Tabela 6). Apenas a populagdo “UFRGS 01B7114-1-3 x

UFRGS 006013-1” apresentou interagao significativa para a formagédo de
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espiguetas mosaico, sendo que a expressao deste fendtipo diminuiu na segunda

época de semeadura (Tabela 6).

4.1.2.3 Comparacgédo de médias

A comparacdo de médias entre as épocas de semeadura dos genitores
UFRGS 01B7114-1-3 e UFRGS 006013-1, para os fenotipos espiguetas normais,
espiguetas multiflora e espiguetas mosaico, nos diferentes tercos da panicula e
na panicula inteira, esta apresentada na Tabela 7. O genitor UFRGS 01B7114-1-3
apresentou 0 mesmo desempenho entre as épocas de semeadura para o carater

espiguetas multiflora, com producéo de 100% das espiguetas normais nas suas

paniculas (Tabela 7).

TABELA 7. Comparacdo de médias dos genitores UFRGS 01B7114-1-3 e
UFRGS 006013-1, entre as épocas de semeadura, para os fenotipos
espiguetas normais (ENTi), espiguetas multifiora (EMTi) e espiguetas
mosaico (EMSTi) no terco inferior; espiguetas normais (ENTm),
espiguetas multiflora (EMTm) e espiguetas mosaico (EMSTm) no
terco médio; espiguetas normais (ENTS), espiguetas multiflora (EMTS)
e espiguetas mosaico (EMSTSs) no tergo superior; espiguetas normais
(ENOR), espiguetas multiflora (EMULT) e espiguetas mosaico
(EMOS) em toda a panicula.

. ENTi EMTi EMSTI
Populacéo Espigueta
El E2 El E2 El E2
UFRGS 01B7114-1-3 Normal 100,0A 100,0A O0,0A 0,0A 0,0A 0,0A
UFRGS 006013-1 Multiflora/Mosaico 56 A 11A 12B 822A 932A 16,7B
. . ENTm EMTm EMSTm
Populacao Espigueta
El E2 El E2 El E2
UFRGS 01B7114-1-3 Normal 100,0A 100,0A O0,0A 0,0A 0,0A 0,0A
UFRGS 006013-1 Multiflora/Mosaico 49 A 0,0A 180B 897A 77,1A 10,3B
) ENTs EMTs EMSTs
Populagéo Espigueta
El E2 El E2 El E2
UFRGS 01B7114-1-3 Normal 100,0A 100,0A O00A 0,0A 0,0A 0,0A
UFRGS 006013-1 Multiflora/Mosaico 6,1A 7,4 A 48,7B 83,3A 452A 93B
. . ENOR EMULT EMOS
Populacao Espigueta
El E2 El E2 El E2
UFRGS 01B7114-1-3 Normal 100,0A 100,0A O0,0A 0,0A 0,0A 0,0A
UFRGS 006013-1 Multiflora/Mosaico 54A 19A 21,1B 855A 735A 1268B

Médias seguidas pelas mesmas letras na horizontal ndo diferem estatisticamente (entre épocas de
semeadura); E1 = época 1 e E2 = época 2.
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O genitor UFRGS 006013-1, que possui expressividade variavel em
relacdo a formacdo das espiguetas, aumentou a formacdo de espiguetas
multiflora em todos os tercos da panicula na segunda época de semeadura. Este
aumento esteve acompanhado da reducédo das espiguetas mosaico (Tabela 7).
Os resultados obtidos para a formacgéo de espiguetas normais, considerando toda
a panicula, reafirmam que o genitor UFRGS 01B7114-1-3 foi totalmente estéavel
para a formacdo de espiguetas normais. Da mesma forma que descrito
anteriormente, o genitor UFRGS 006013-1 aumentou 0 numero de espiguetas
multiflora e reduziu o numero de espiguetas mosaico, considerando toda a
panicula, na segunda época de semeadura (Tabela 7).

A comparacdo de meédias entre as épocas de semeadura dos genitores
URS Taura e UFRGS 017004-2, para os fenotipos espiguetas normais,
espiguetas multiflora e espiguetas mosaico, nos diferentes tercos da panicula e
na panicula inteira, esta apresentada na Tabela 8. O genitor URS Taura
apresentou apenas espiguetas normais, independente do terco da panicula
analisado e da época de semeadura. Por outro lado, o genitor UFRGS 017004-2
apresentou elevada propor¢cao de espiguetas multiflora nas suas paniculas, sendo
gue este fenotipo nao foi alterado em fungcdo da época de semeadura (Tabela 8).

Analisando a comparacdo de médias dos genitores de cada populacéo,
verifica-se que o0s genitores com espiguetas normais (UFRGS 01B7114-1-3 e
URS Taura) apresentaram desempenho similar em funcdo das épocas de
semeadura. No entanto, os genitores com espiguetas multiflora (UFRGS 006013-
1 e UFRGS 017004-2) tiveram respostas diferentes em relacdo a alteracdo da
eépoca de semeadura. O genitor UFRGS 006013-1 apresentou expressividade
variavel para a formacdo das espiguetas, tendo aumentado a ocorréncia de

espiguetas multiflora e reduzido a formacéo de espiguetas mosaico na segunda
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época de semeadura (Tabela 7). Por outro lado, o genitor UFRGS 017004-2

apresentou elevada propor¢cado de espiguetas multiflora nas suas paniculas, sendo

gue a formacgdo deste fendtipo ndo variou em funcdo da época de semeadura.

Além disso, 0 genitor UFRGS 017004-2 indicou a auséncia de espiguetas

mosaico em suas paniculas (Tabela 8).

TABELA 8. Comparacdo de médias entre os genitores URS Taura e UFRGS
017004-2, entre as épocas de semeadura, para os fenotipos
espiguetas normais (ENTI), espiguetas multiflora (EMTI) e espiguetas
mosaico (EMSTIi) no terco inferior; espiguetas normais (ENTm),
espiguetas multiflora (EMTm) e espiguetas mosaico (EMSTm) no
terco médio; espiguetas normais (ENTS), espiguetas multiflora (EMTS)
e espiguetas mosaico (EMSTSs) no tergco superior; espiguetas normais

(ENOR), espiguetas multiflora (EMULT) e espiguetas mosaico
(EMOS) em toda a panicula.
) ) ENTi EMTIi EMSTi
Genitor Espigueta
El E2 El E2 El E2
URS Taura Normal 100,0A 100,00 A 0,0A 0,0A 00A O0,0A
UFRGS 017004-2 Multiflora/Mosaico 58A 0,0A 942A 10000A O00A O0,0A
. ) ENTm EMTm EMSTm
Genitor Espigueta
El E2 El E2 El E2
URS Taura Normal 100,0A 100,0 A 0,0A 0,0A 0,0A O0,0A
UFRGS 017004-2 Multiflora/Mosaico 4,7 A 0,0A 953A 100,0A O0,0A O0,0A
. ) ENTs EMTs EMSTs
Genitor Espigueta
E1l E2 El E2 El E2
URS Taura Normal 100,0A 100,0 A 0,0A 0,0A 0,0A O0,0A
UFRGS 017004-2 Multiflora/Mosaico 18A 0,0A 982A 10000A O00A O00A
. i ENOR EMULT EMOS
Genitor Espigueta
El E2 El E2 El E2
URS Taura Normal 100,0A 100,0 A 0,0A 0,0A 0,0A O0,0A
UFRGS 017004-2 Multiflora/Mosaico 3,8A 0,0A 96,2A 10000A O00A O00A

Médias seguidas pelas mesmas letras na horizontal ndo diferem estatisticamente (entre épocas de
semeadura); E1 = época 1 e E2 = época 2.

4.1.2.4 Andlise de regressdo da expressdo do carater espiguetas

multiflora entre as duas épocas de semeadura

A andlise de regresséo incluindo apenas o fenoétipo espiguetas multiflora na

populacdo “UFRGS 01B7114-1-3 x UFRGS 006013-1", em funcédo da época de

semeadura, nos diferentes tercos da panicula, estad apresentada na Figura 10.
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Esta analise foi conduzida com o proposito de determinar o efeito ambiental
distinto entre épocas de semeadura sobre a formacao de espiguetas multiflora,
nos diferentes tergos da panicula. Embora, o teste F tenha indicado uma equacéao
de regressao linear significativa para a formacao de espiguetas multiflora no ter¢o
inferior, observa-se uma ampla dispersdo das linhagens avaliadas entre as
épocas. Neste ter¢co, 0 modelo indica que para cada espigueta multiflora formada
na primeira época de semeadura ha um incremento de 2,07 espiguetas multiflora

formadas na segunda época (Figura 10A).

A) B)

EMTi Epoca 2
EMTm Epoca 2

y=1,80+2,02x

y=1,81+2,07x
R2=0,55"

R2=0,27**

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22
EMTm Epoca 1

0 2 4 6 8 10 12 14
EMTi Epoca 1

C)

EMTs Epoca 2

y=1,34+1,46x
R2=0,76*

o 2 4 6 8 10 12 14 16 18
EMTs Epoca 1

FIGURA 10. Regresséo linear para espiguetas multiflora no terco inferior — EMTI
(A), terco médio — EMTm (B) e terco superior — EMTs (C) em fungao
da época de semeadura, na populacdo UFRGS 01B7114-1-3 X
UFRGS 006013-1. Legenda: pontos pretos = linhagens
recombinantes; ponto maior de coloracdo azul = UFRGS 01B7114-1-
3; ponto maior de coloracao vermelha = UFRGS 006013-1.
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Analisando o terco médio da panicula, verificou-se uma menor disperséo
das linhagens e um incremento similar (2,02) no nimero de espiguetas multiflora
neste terco em comparacdo com o terco inferior da panicula (Figura 10B). O
coeficiente de determinacdo (R?) obtido para o terco superior apresentou maior
magnitude (R®> = 0,76") em comparacdo com os tercos inferior e médio da
panicula. Além disso, foi observado a menor dispersdo das linhagens e o menor
incremento (1,46) na formacdo de espiguetas multiflora entre as épocas de
semeadura (Figura 10C). Estes resultados indicaram que a expressividade
variavel do carater espiguetas multiflora nas linhagens desta populacédo foi mais
acentuada nos tercos inferior e médio da panicula, em funcdo das variacGes
ambientais.

A andlise de regressao para a populacao “URS Taura x UFRGS 017004-2”,
considerando o fenétipo espiguetas multifiora nos diferentes tercos da panicula,
esta apresentada na Figura 11. Coeficientes de regressédo lineares positivos
também foram identificados nesta populacédo, para cada terco da panicula. Estes
coeficientes de regressdo indicaram que o numero de espiguetas multiflora
aumentou de forma linear na segunda época de semeadura (Figura 11).

O valor do R? foi de 0,66, 0,82 e 0,85, para os tercos inferior, médio e
superior da panicula, respectivamente. Nestes ter¢cos, um incremento de 1,57,
1,45 e 1,08 no numero de espiguetas multiflora foi observado na segunda época
de semeadura em comparagao com a primeira época de semeadura (Figura 11).
A analise de regressdo das duas popula¢fes indicou desempenho similar em
relacdo ao carater espiguetas multiflora em funcédo das épocas de semeadura. No
entanto, a populacdo “UFRGS 01B7114-1-3 x UFRGS 006013-1" indicou maior

expressividade variavel, principalmente nos tergos inferior e médio da panicula.
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FIGURA 11. Regressao linear para espiguetas multiflora no terco inferior — EMTi

(A), terco médio — EMTm (B) e terco superior — EMTs (C) em funcao
da época de semeadura, na populacdo URS Taura x UFRGS
017004-2. Legenda: pontos pretos = linhagens recombinantes; ponto
maior de coloracdo azul = URS Taura; ponto maior de coloracdo
vermelha = UFRGS 017004-2.

4.2 Analise genética do carater espiguetas multiflora em aveia

A andlise genética do carater espiguetas multiflora foi realizada para as

populagcdes “UFRGS 01B7114-1-3 x UFRGS 006013-1” e “URS Taura x UFRGS

017004-2”, nas duas épocas de semeadura avaliadas. Foram consideradas 92 e

90 linhagens em cada populacéo avaliada, respectivamente.
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4.2.1 Populagéao “UFRGS 01B7114-1-3 x UFRGS 006013-1"

Na primeira época de semeadura foi observado que 45 linhagens
apresentaram 100% de espiguetas normais na panicula (determinadas), enquanto
47 linhagens apresentaram os fenotipos espiguetas multiflora e/ou mosaico na
mesma panicula (indeterminadas). Na segunda época de semeadura, a
proporcdo observada foi muito similar a primeira época de semeadura. Um total
de 44 linhagens apresentou apenas espiguetas normais nas paniculas, enquanto
48 linhagens apresentaram os fendtipos espiguetas multiflora e/ou mosaico na

mesma panicula (Tabela 9).

TABELA 9. Teste de qui-quadrado (%) das proporcdes fenotipicas observadas e
esperadas na populacdo “UFRGS 01B7114-1-3 x UFRGS 006013-17,
em duas épocas de semeadura, considerando o modelo de um gene
controlando o carater espiguetas multiflora em aveia.

Primeira época Segunda época
Populagao Indeterminadas Determinadas Indeterminadas Determinadas

UFRGS 01B7114-1-3 - 1 - 1

UFRGS 006013-1 1 - 1 -

Frequéncia observada 47 45 48 44

Frequéncia esperada 46 46 46 46
Teste de qui-quadrado (x?) 0,04’ 0,17
Probabilidade 0,83 0,68

*Significativo pelo teste de qui-quadrado a 5% de probabilidade (y° 0,05(1) = 3,841).

Considerando que as 92 linhagens avaliadas em cada época de
semeadura apresentavam elevada propor¢cdo de locos génicos em homozigose e
a hipotese genética de um Unico gene controlando o carater espiguetas multiflora,
a proporcao fenotipica esperada foi de 1:1 (uma linhagem indeterminada:uma
linhagem determinada). O valor de qui-quadrado teérico, considerando 5% de

probabilidade de erro e um grau de liberdade, € 3,841. O valor de qui-quadrado
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calculado para a primeira e segunda época de semeadura foi 0,04 (probabilidade
= 0,83) e 0,17 (probabilidade = 0,68), respectivamente (Tabela 9). Como os
valores de qui-quadrado calculados foram menores do que o valor tedrico (3,841),
a hipotese de que um gene controla o carater espiguetas multiflora nesta

populacdo néo pode ser rejeitada.

4.2.2 Populacado “URS Taura x UFRGS 017004-2”

Na primeira época de semeadura foi observado que 50 linhagens
apresentaram o fenotipo 100% espiguetas normais (determinadas), enquanto 40
linhagens apresentaram os fendtipos espiguetas multiflora e/ou mosaico
(indeterminadas). Na segunda época de semeadura, a propor¢cédo observada foi
muito similar a primeira época de semeadura. Um total de 51 linhagens
apresentou apenas espiguetas normais nas paniculas, enquanto 39 linhagens
apresentaram os fenotipos espiguetas multiflora e/ou mosaico na mesma panicula

(Tabela 10).

TABELA 10. Teste de qui-quadrado (x%) das proporcdes fenotipicas observadas e
esperadas na populacdo “URS Taura x UFRGS 017004-2”, em duas
épocas de semeadura, considerando o modelo de um gene
controlando o carater espiguetas multiflora em aveia.

Primeira época Segunda época
Populacéo
Indeterminadas Determinadas Indeterminadas Determinadas
URS Taura - 1 - 1
UFRGS 017004-2 1 - 1 -
Frequéncia observada 40 50 39 51
Frequéncia esperada 45 45 45 45
Teste de qui-quadrado (;°) 1,11 1,60"
Probabilidade 0,29 0,21

*Significativo pelo teste de qui-quadrado a 5% de probabilidade (x* o0s¢1) = 3,841).
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Considerando que as 90 linhagens avaliadas em cada época de
semeadura encontravam-se com elevada proporcdo de locos génicos em
homozigose, bem como a hipotese de um gene controlando o carater espiguetas
multiflora, a propor¢cdo fenotipica esperada foi de 1:1 (uma linhagem
indeterminada:uma linhagem determinada). O valor de qui-quadrado teodrico,
considerando 5% de probabilidade e um grau de liberdade, é 3,841. O valor de
qui-quadrado calculado para a primeira e segunda época de semeadura foi 1,11
(probabilidade = 0,29) e 1,60 (probabilidade = 0,21), respectivamente (Tabela 10).
Como os valores de qui-quadrado calculados foram menores do que o valor
tedrico (3,841), a hipotese de que um gene controla a expressdo do carater
espiguetas multiflora nesta populagdo ndo pode ser rejeitada.

Os resultados da andlise genética nas duas populacdes estudadas
indicaram que a heranca do carater espiguetas multiflora foi determinada por um
unico gene, independente da populacdo e da época de semeadura avaliada.
Estudos recentes buscando identificar fatores genéticos e moleculares associados
com a diferenciacdo dos meristemas e com o nimero de estruturas florais tem
sido realizados. Com base nas informacBes disponiveis na literatura até o
momento, genes como AP1l, AP2 e AGL6 exercem importantes funcdes na
determinagdo das estruturas florais. Desta forma, os resultados obtidos neste
estudo para estes genes candidatos ao controle do carater espiguetas multiflora

em aveia serdo apresentados a seguir.

4.3 Analise molecular do caréater espiguetas multiflora em aveia
A andlise molecular do carater espiguetas multiflora consistiu na

identificagcdo, clonagem e sequenciamento de genes candidatos ao controle deste



58

carater em aveia. Sequéncias correspondentes aos genes Vrnl, AP2 e AGL6

foram clonadas e sequenciadas nos genitores URS Taura e UFRGS 017004-2.

4.3.1 Vernalization1

Para os genitores URS Taura e UFRGS 017004-2, o tamanho do
fragmento amplificado pela combinacdo dos primers Ver-1.18 foi de 422 e 420 a
422 pares de base (pb), respectivamente (Figura 12). Desta forma, o tamanho dos
produtos de amplificagdo observados correspondeu ao tamanho dos produtos de
amplificacdo esperados para a combinacdo de primers Ver-1.18. A partir do
alinhamento das sequéncias obtidas para os genitores estudados, duas

sequéncias do gene Vrnl denominadas “a”’ e “b” foram identificadas (Figura 12).

Terceiro éxon
0]

*

Uola :
UTRa
U0lb
UTAb
Trigo

e : 116
: 116
e : 116
€ : 116
: 1198

Uola : [d
UIRa
Uolb
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Trigo : [

1 233
1233
1 233
1 233
: 238

uola
UTRa :
Uolb :
UTab :
Trigo :

1 343
: 343
: 341
1 343
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Ulka :
Uolb :
UIEb :
Trigo :

FIGURA 12. Alinhamento da regido que corresponde do terceiro ao quinto éxon
(caixas em vermelho) do gene Vrnl, amplificada pelo par de primers
Ver-1.18. Regides marcadas em preto indicam conservagao entre as
sequéncias. Legenda: UO1a (Sequéncia “a’ do genitor UFRGS
017004-2); UO1b (Sequéncia “b” do genitor UFRGS 017004-2);
UTAa (Sequéncia “a” do genitor URS Taura); UTAb (Sequéncia “b”
do genitor URS Taura) e Trigo (Triticum aestivum L., acesso
AY747600.1).

Estas sequéncias sugerem possiveis variacfes alélicas do gene Vrnl em

aveia. Um SNP (Single Nucleotide Polymorphism) foi detectado na posicdo 144
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entre as sequéncias “b” dos genitores, em uma regido exbénica do gene. Quando a
sequéncia “a” dos genitores foi analisada, ambas apresentaram o nucleotideo
timina na posigao 144. Nesta mesma posi¢cao da sequéncia “b”, o genitor UFRGS
017004-2 (UO1b) apresenta o nucleotideo timina, enquanto o genitor URS Taura
(UTAb) apresenta o nucleotideo guanina. Também foram identificados 12
marcadores SNP entre as sequéncias clonadas de aveia quando alinhadas com a
sequéncia de trigo (acesso AY747600.1), nas regides codificantes (Figura 12).

A sequéncia “b” do genitor UFRGS 017004-2 apresenta 96% de identidade
com a sequéncia do gene Vrnl de aveia cultivada (acesso HQ910529.1).
Aproximadamente um ter¢o da sequéncia “b” do genitor UFRGS 017004-2 é
100% idéntica a sequéncia do gene FRUITFULL (FUL) de aveia (acesso
DQ792965.1). A sequéncia “b” do genitor URS Taura apresenta 99% de
identidade com os genes Vrnl (acesso HQ910529.1) e FUL (acesso
DQ792965.1). Além disso, a sequéncia “b” do genitor URS Taura apresenta 80%
de identidade com a sequéncia do gene Vrnl1l-D1 de Triticum aestivum (acesso
AY747602.1) e 81% de identidade com as sequéncias do gene Vrnl-B1 de
Triticum durum (acesso JN817431.1), Triticum spelta (acesso AY055112.1) e
Triticum turgidum (acesso AY747602.1).

O SNP entre as sequéncias “b”, na posicao 144 da regido que corresponde
ao quarto éxon, alterou a sequéncia de aminoacidos no polipeptideo sintetizado
entre os genitores URS Taura e UFRGS 017004-2. O nucleotideo timina
localizado na posi¢cdo 144 do genitor UFRGS 017004-2 faz parte do cédon GAU,
0 qual especifica a adicdo do aminoéacido acido aspartico (D) ao polipeptideo
sintetizado. Nesta mesma posi¢cao, a presenca do nucleotideo guanina no genitor

URS Taura faz parte do cédon GAG, especificando para a adicdo do aminoacido
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acido glutamico (E) ao polipeptideo sintetizado, da mesma forma que ocorre em

trigo (acesso AY747600.1) (Figura 13).

U01lb : HLMFDDLE LNLRELQQLEQQLESSLKHIRSR} : 33
UTADb 33
Trigo 33

FIGURA 13. Alinhamento das sequéncias de aminoacidos correspondente ao
guarto éxon do gene Vrnl amplificadas pelo par de primers Ver-1.18.

Legenda: UO1b (sequéncia “b” de UFRGS 017004-2); UTADb
(sequéncia “b” de URS Taura) e Trigo (acesso AY747600.1).

4.3.2 APETALA2

De todas as combinacfes de primers testadas para o gene AP2 em aveia,
apenas o par de primers Ap2.7 amplificou fragmentos com tamanho similar as
sequéncias utilizadas para o desenvolvimento dos primers. Duas sequéncias
candidatas ao gene AP2 em aveia foram identificadas nos genitores URS Taura e
UFRGS 017004-2, denominadas “x” e “y’. A sequéncia “X” dos genitores foi
alinhada a sequéncia do gene AP2 derivada de Brachypodium distachyon. Este
alinhamento esta apresentado na Figura 14.

A sequéncia “x” dos genitores URS Taura e UFRGS 017004-2 apresentou
elevada similaridade de nucleotideos entre si e também com a sequéncia do gene
AP2 de Brachypodium distachyon. A similaridade entre aveia e Brachypodium
distachyon ocorre principalmente na regido que corresponde ao quinto éxon. No
entanto, esta regido corresponde a uma sequéncia curta e representada por

[{Fet)

aproximadamente 20 nucleotideos (Figura 14). A sequéncia “x” dos genitores
analisados foi convertida para RNA mensageiro e comparada com a sequéncia do
miR172a de Brachypodium distachyon, disponivel no banco publico de dados de

sequéncias e anotacdo de microRNAs miRBase (http://www.mirbase.org).
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FIGURA 14. Alinhamento da regido que corresponde do quinto ao oitavo éxon do
gene AP2 de Brachypodium distachyon (marcado em vermelho) e as
sequéncias “x” dos genitores, amplificadas pelo par de primers
Ap2.7. Regides marcadas em preto indicam conservagado entre as
trés sequéncias alinhadas. Regides marcadas em cinza indicam
conservacao entre as sequéncias dos genitores. Legenda: U01x
(sequéncia “x” do genitor UFRGS 017004-2); UTAX (sequéncia “X’
do genitor URS Taura) e B. distac (Brachypodium distachyon,
acesso XM_010233483.1).

A sequéncia do miR172a de Brachypodium distachyon apresentou
similaridade com as sequéncias clonadas e sequenciadas de aveia (Figura 15).
Além disso, uma possivel regido codificadora de proteina foi identificada situada
posteriormente (downstream) a regido de pareamento do miR172a em aveia. A
proteina inicia na posicdo 643 e se estende até a posicdo 931, totalizando 96
aminoacidos. Sete marcadores SNP foram identificados no segmento de DNA

sequenciado nos genitores URS Taura e UFRGS 017004-2. Os SNPs estdo
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localizados nas posi¢cbes 74, 353, 460, 671, 872, 921 e 934 (Figura 15). Na

posicdo 671, o genitor UFRGS 017004-2, o qual apresenta o fenotipo espiguetas
multiflora, possui uma adenina, enquanto o genitor URS Taura, com espiguetas

normais, apresenta uma citosina nesta mesma posicao (Figura 15).
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FIGURA 15. Alinhamento de sequéncias de aveia (convertidas para RNA
mensageiro), amplificadas pelo par de primers Ap2.7, e do miR172a
de Brachypodium distachyon (acesso MI0018110). Regibes
marcadas em preto indicam conservacao entre as sequéncias dos
genitores URS Taura e UFRGS 017004-2 e a sequéncia transcrita
do gene miR172a. Regides marcadas em cinza indicam
conservacgao entre as sequéncias de aveia. A regido identificada em
verde representa uma possivel ORF (Open Reading Frame). A
regido identificada em vermelho indica um cdédon de terminacao
(UGA, Opala) prematuro na sequéncia do genitor UFRGS 017004-2.
A regido em azul representa o sitio de pareamento do miR172a em
Brachypodium distachyon (em uma regido exoénica).

As posi¢cbes 872 e 921 compreendem regides de insercdo ou delecdo

(indel) de um nucleotideo. Na posi¢cdo 872 o genitor UFRGS 017004-2 possui
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uma guanina, enquanto o genitor URS Taura ndo possui nenhum nucleotideo
nesta posi¢cdo. Da mesma forma, na posi¢cao 921 o genitor URS Taura apresenta
uma citosina, enquanto o genitor UFRGS 017004-2 n&o possui nenhum
nucleotideo nesta mesma posicdo (Figura 15). Para verificar se a ocorréncia
destes SNPs alterou a sequéncia de aminoacidos, a traducéo das sequéncias de
nucleotideos foi realizada.

A ocorréncia dos SNPs altera a sequéncia de aminoacidos dos genitores
URS Taura e UFRGS 017004-2 (Figura 16). A presenca da adenina na posi¢cao
671 codifica 0 aminoacido glutamina no genitor UFRGS 017004-2, enquanto a
presenca de uma citosina nesta mesma posi¢ao codifica 0 aminoacido prolina em
URS Taura (Figura 16).

* 20 * 40 * 60

S ONRVAOIVE S I 1 7\ VM P PPR LAPTVGLAALAVVKIRMGDIFGTSERVVSGLVQREGALDYVSDNTGS FGRNP P PRNGESHENGH
MAFVMPPPR F
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UTaura ELAPTVGLAALAVVKIRMGDIFGTSERVVSGLVORFGALDYVSDNTGSFGRNPPPRNG

* 80 *
U017004-2 : MERNNOVUHIGLCWHR*VLRTSATC bl : 96
UTaura RNl Y VG IDES Y VHLRHVY - : 96

FIGURA 16. Alinhamento das sequéncias de aminoacidos correspondente a
possivel proteina codificada pelo gene AP2 em aveia. Regibes
marcadas em preto indicam conservacdo entre as sequéncias de
aminoacidos. A presenca do asterisco entre os aminoacidos R e V
indicou a existéncia de um codon de terminacao.

A partir do indel na posicédo 872 (Figura 15), a sequéncia de aminoacidos
dos genitores URS Taura e UFRGS 017004-2 torna-se completamente distinta,
como pode ser visualizado a partir da posi¢do 77 na Figura 16. A ocorréncia deste
mesmo indel faz com que a sequéncia de aminoacidos do genitor UFRGS
017004-2 seja interrompida precocemente devido ao cédon de terminacdo da
traducdo UGA (Opala), situado entre as posicdes 889 e 891 (Figura 15) e na
posicéo 83 representado pelo asterisco na Figura 16. Assim, a proteina do genitor

UFRGS 017004-2 torna-se truncada quando comparada com a proteina do
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genitor URS Taura. A auséncia da guanina na posi¢cdo 872 evita a ocorréncia
deste cédon de terminacdo no genitor URS Taura (Figura 15). Para estudar a
conformacdo da proteina sintetizada pelo gene AP2 in vivo, a estrutura
tridimensional (3D) foi predita utilizando ferramentas de bioinformatica. A possivel
proteina codificada pelo gene AP2 nos genitores URS Taura e UFRGS 017004-2

esta apresentada na Figura 17.

URS Taura UFRGS 017004-2

a-hélice N

a-hélice \
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/
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FIGURA 17. Estrutura tridimensional (3D) da possivel proteina codificada pelo
gene AP2 nos genitores URS Taura (espiguetas normais) e UFRGS
017004-2 (espiguetas multiflora). A esfera cinza na estrutura do
genitor URS Taura representa um ion de Ca*.

A estrutura 3D da proteina codificada pelos genitores apresenta motivos
estruturais distintos. A proteina do genitor URS Taura apresenta um dominio a+f3,
onde estruturas folhas-B e a-hélice apresentam-se separadas e definidas. Além
disso, a estrutura 3D da proteina deste genitor apresenta um monémero de Ca*?
associado a sua estrutura. A proteina referente ao genitor UFRGS 017004-2
apresenta apenas um dominio a, composto por uma a-hélice (Figura 17).

A sequéncia “y”, identificada nos genitores URS Taura e UFRGS 017004-2,

[T L]

esta apresentada na Figura 18. Da mesma forma que a sequéncia “X’, esta
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sequéncia apresentou similaridade com a sequéncia do gene AP2 de

Brachypodium distachyon (Figura 18).

40 * * 80 * 100
U0ly TAGCAC T CCR A AG-————————— AT{ERA GeATT] 104
UTAy TAGCAC T CCR I AG————————— LT[ERA GCeATT] 104
B.distac : CACTGTCHEA AGT C GCAGCACTGGCT CGTGG CT{eC2 A 115
Cevada GCCTGT .1 AGT G CAGCACCGGCT! CGEGG CTeCEA 115
Trigo GCCTGT ol AGT Gl GAGCACCGGCT! Glefe] CTeCEH 115
* * 200 * 220 *
Uoly TC@ARACCECT] ——-RE8CCAC. s F2CleCGCUMCACTE S CCR GTl@T : 209
UTRAy TCWARRG({eCT] ——-REsCCAC 8 e CGCICACT]E! SCCE GT[eT 208
B.distac : CT@GGCARERRY SATATATCTTGGEETATT A TEAAGIACAGE CpayiXe] THeC : 230
Cevada CTeGGCAAERN THeC 185
Trigo CTeCGCRRERH TEMAIATCTTGG@IATTC@AETEAA@AGAGEC@AAGGE(ﬁl c 1 230
280 * 300
Uoly ATTGTC GCTEGC 322
UTRAy ATTGTCI CTEGC. 322
B.distac : GCACAT AEEGEERG' 343
Cevada GCACCT CEERG 298
Trigo —CACCT. CGERL 305
uoly 433
UTAY 433
B.distac : 458
Cevada 413
Trigo -
Uoly : &TTACCCCCTACTA JGECRRACCA 538
UIAy H ®TTACCCCCIACTA JGECRRACCA 538
B.distac : eTCTCAGCTGGCCH JTIEAGGGTGC 573
Cevada [@CCTGAGATGGTCG JTEAGEATGC 525
Trigo -
640
uoly a RafecT Al AfifECCT LLLAﬁL 644
UTRy BR 2 BleCTAEAECCTIOTTTANT, 644
B.distac : STEGAG EAGCEACCOuC 687
Cevada S TECAG EAGCsACCOlC] 630
Trigo -
* *
uoly : CTRAWG TGl — d 752
UTAy : CTAC TG — q 752
B.distac : TCGuC CRUIT! d 801
Cevada : TCGYC! CRUT € 742
Trigo -
880 900
Uoly CAGTRECACA! CCT! e 2 2. GCCAYe Tie g 841
UTRY CAGTAECACGA' CCT € A AGCC e TiE! g 842
B.distac : AGCCHETGCC CAC & CGTTT Qe Clel g 902
Cevada : ACCRACACCACCACCA AGCCRETATC TGC' ECGTTTANeCE 3 852
Trigo -
* G40 * 1000 * 1020 *
Uoly : TTEECTAEeCCCGGCIACRRAEG AT TATGTCGTCCCTCGIAET-2. o927
Ulzy TTEeCTAECCCGGCTACRARREGGIAC! TATGTCGTCC-TCGTAETCA 930
B.distac : CEEEGCEETTTCTTGIAGTGEATHIGG! GTECCTTCTCTCCATIGECTT GTGTCGTCATC-CAGTCCGGTIRARTTC : 1016
Cevada CEEEGCEETTTCATCTAGTEEATIGE GTCCCTTCTTTITTGCECTC! GCATCGGCGCRATGGTCCCATRARTTC @ 964
Trigo : : -

FIGURA 18. Alinhamento das sequéncias “y” de aveia, amplificadas pelo par de
primers Ap2.7, Brachypodium distachyon (acesso
XM_010233483.1), cevada (acesso AK370055.1) e trigo (acesso
AJ577368.1). Regides marcadas em preto e em cinza indicam
conservagao entre as sequéncias. Legenda: UO1y (sequéncia “y” do
genitor UFRGS 017004-2), UTAy (sequéncia “y” do genitor URS
Taura) e B.distac (Brachypodium distachyon).

Além disso, a sequéncia “y” apresentou similaridade com as sequéncias do

gene AP2 de trigo e cevada. Também é importante ressaltar que as sequéncias



66

de Brachypodium distachyon e de trigo que apresentaram similaridade neste
alinhamento foram as sequéncias originais utilizadas para o desenvolvimento do

par de primers Ap2.7 (Figura 18).

4.3.3 AGAMOUS-LIKEG6

A combinacéo de primers AGL6 amplificou uma sequéncia similar ao gene
AGL6 de outras espécies, em cada um dos genitores estudados. O tamanho de
fragmento observado no genitor URS Taura foi de 441 pb, enquanto no genitor
UFRGS 017004-2 foi de 440 pb (Figura 19). As sequéncias identificadas nestes
genitores apresentaram similaridade com sequéncias do gene AGL6 de aveia
branca, aveia preta, cevada, Brachypodium distachyon, Triticum monococcum e
Lolium temulentum (Figura 19).

As sequéncias do gene AGL6 clonadas em aveia sdo muito distintas entre
0s genitores analisados. O genitor UFRGS 017004-2 possui uma série de
delecdes e inser¢cbes quando comparado com outras espécies de gramineas ou
outros genotipos de aveia. Nas posicdes 39-42, 56, 198-199, 375-388 e 442
verifica-se a auséncia de nucleotideos em relagcédo as outras sequéncias. Entre as
posicOes 88-91, 241-244, 287-289, e 414-415 foi possivel identificar a insercao de
nucleotideos (Figura 19).

No genitor URS Taura também verificou-se algumas delecbes em relacéo a
outras espécies, como nas posi¢cdes 32, 67, 82-83, 121, 198-203 e 287-290. A
insercdo de quatro nucleotideos na posicdo 241-244 também ocorreu ha
sequéncia do gene AGL6 do genitor URS Taura. Além desta inser¢cao, também foi
verificado a adicdo de um nucleotideo nas posicdes 342 e 414 no genitor URS

Taura (Figura 19).
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: 113
: 110
96
: 114
: 114
s 114
114
: 114

Ml CAGCTGGTACCAGGARATG

: 229
Ae : 221
e : 214
e : 232
de : 232
de 232
e . 232
1232

1 344
1 331
: 318
1 337
1 343
: 337
1 337
T 337

360 * 380 * 400 460
uol H AEC'IﬁAT IATG CGT-————————————-! CTT{s TCler: Tjs GEais (F2! = i T LA G A IAACCCA ATGRE @ 440
UIA : B CRRGCRTCRRGGCRRCACRAG,AS G TARC CHECE TIES Rt CBC CRACCCA STCRR : 441
A.sat : [ CRCATG! GCA--—-CCRCRACCR-CRACHLCA CleniGee T CCH TGG Gi €} CCAC AT ———————————————————— : 404
A.str : [cW CaC G GCAGCACCACCACCA-CAACla A CouAa CCi TGC G G' CCAC LA TGGGTAT dG-—— 1 442
B.dis : [€d CRCETG! G- AECH o & TGC G! CCAC AT GCATAT! 2G-—— : 430

3 Forc ceadich ] 3§§§$2$§1Elﬁif’f e

FIGURA 19. Alinhamento de sequéncias amplificadas neste estudo pelo par de
primers AGL6 entre as espécies: aveia branca (A.sat, acesso
GQ496645.1), aveia preta (A.str, acesso GQ496644.1),
Brachypodium distachyon (B.dis, acesso GQ496641.1), Triticum
monococcum (T.mon, acesso GQ496643.1), cevada (acessos
GQ496642.1) e Lolium temulentum (L.tem, acesso GQ496646.1).
Regibes marcadas em preto e em cinza indicam conservagcao entre
as sequéncias. Legenda: U01 = sequéncia do genitor UFRGS
017004-2 e UTA = sequéncia do genitor URS Taura.

Para identificar se a ocorréncia destes polimorfismos alterou a sequéncia
de aminoacidos de cada genitor, as sequéncias de nucleotideos foram
convertidas em sequéncias de aminoacidos e comparadas com a sequéncia
completa de aminoacidos do gene AGL6 de cevada. Estes resultados estdo
apresentados na Figura 20.

A sequéncia codificante do gene AGL6 em cevada possui 789
nucleotideos, correspondendo a 263 aminoacidos. Os fragmentos clonados nos
genitores URS Taura e UFRGS 017004-2 correspondem a 441 e 440
nucleotideos, respectivamente. Apés realizar a conversdo das sequéncias de

nucleotideos clonadas para sequéncias de aminodacidos, verificou-se que o
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fragmento clonado em aveia esta localizado em uma regido intermediaria da

sequéncia completa de cevada (Figura 20).

* 20 * 40 * 60 *
U017004-2 ¢ ——— T T : -
UTaura I T : -
Cevada : MGRGRVELKRIENKINRQVTFSKRRNGLLKKAYELSVLCDAEVALITFSSRGKLYEFGSAGTTKTLERYQHCCYNAQD : 78
80 * 100 120 140
U017004-2 @ ————————-] SWYQ B FS*OEILWGVS D** PWFHN*GKTCCCAH LGFPNEL FWAIS ORRPCYGGIR H 65
UTaura I Y NPEHTI|EKLHS THTKLHEV*CQYHSNSPTIeNCSAQPWR S| SHT S : 67
Cevada : SNGALSETORIM®INES L. KAKFEAL TQRHLLGED EPLSVKELQQLE ECSLSCARQR QL : 156

160 200 220

180
U017004-2 : CCSHCFCC HPENWLRR HRCSFFEEHFRVYPYLPTEIHYTYYAARLLHRPSELLFPEIVRLFWV*PI'A*° 1 140
S SN

UTaura : PNKPATPSHTRBISSHISPD IR*IARPSSQEIGGAD KHKgEGNTRTASRGEGLDQTRN STSTHJESM? : 143

Cevada : RQLGDINRQIRSHELDAEG TMQQITEAAGT VDEGAAAYHMOOBOOQOQOHFYHSARYDCERLOTIGY|FHHO : 234

240 * 260
Uo17004-2 ¢ —————— . _
UTaura e B _
Cevada : FAAPDQVANNIPRSSAPGGENNFMLGWVL : 263

FIGURA 20. Alinhamento da sequéncia de aminoacidos codificada pelo gene
AGL6 nos gendtipos URS Taura e UFRGS 017004-2 com a
sequéncia completa de aminoacidos do gene AGL6 de cevada
(acesso AY541067.1). Regidbes marcadas em preto indicaram
similaridade entre as sequéncias de aminoacidos. A presenca do
asterisco entre os aminoacidos indica a existéncia de codons de
terminacdao.

Os primeiros sete (URS Taura) ou oito (UFRGS 017004-2) aminoacidos
das sequéncias de aveia séo idénticos a sequéncia de aminoacidos de cevada
(Figura 20). No entanto, a partir do c6don formado na posicdo 95, as sequéncias
de aminoécidos de aveia tornam-se completamente distintas (Figura 20). O
genitor URS Taura possui uma sequéncia de 30 aminoacidos até a presenca do
coédon de terminagdo UGA (Opala), na posi¢ao 118. No genitor UFRGS 017004-2,
este mesmo codon de terminacdo esta presente na posicdo 98, permitindo a

sintese de apenas 10 aminoéacidos (Figura 20).



5 DISCUSSAO

As populagdes de linhagens de aveia “UFRGS 01B7114-1-3 x UFRGS
006013-1" e “URS Taura x UFRGS 017004-2”" apresentaram desempenho similar
para o carater espiguetas multiflora, nas duas épocas de semeadura em que
foram avaliadas. Na segunda época de semeadura, um aumento no numero de
espiguetas multiflora foi observado, independente da populacédo e do terco da
panicula avaliado (Figura 6 e Figura 8). Este aumento no nimero de espiguetas
multiflora pode estar associado as condicbes ambientais distintas observadas
entre as épocas de semeadura.

Na segunda época de semeadura, temperaturas maximas diarias
superiores foram registradas. Além disso, o comprimento do dia e/ou fotoperiodo
também foi superior nesta época de semeadura. CondicGes ambientais de
elevada temperatura e fotoperiodo longo sao, geralmente, indutivas ao
florescimento em aveia. Neste estudo, o nimero de dias da emergéncia ao
florescimento pleno (NDEF) na segunda época de semeadura foi inferior ao NDEF
observado na primeira época de semeadura, para a maioria das linhagens
avaliadas, em ambas as populacdes (dados n&o apresentados). No entanto, nédo
houve efeito significativo da interacdo genoétipo x época de semeadura para o
carater florescimento. Ainda, ndo foi observada correlacéo significativa entre os
caracteres florescimento e espiguetas multiflora nas popula¢gdes avaliadas (dados

nao apresentados).
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Todavia, as condicbes ambientais de elevada temperatura e maior
comprimento do dia observadas na segunda época de semeadura, reduziram a
instabilidade da expressdo do carater espiguetas multiflora nas populacdes
avaliadas. Isto pode ser demonstrado pelo maior nimero de linhagens que
exibiram o fendtipo 100% das espiguetas multiflora nos trés tercos avaliados
nesta época de semeadura (Figura 6 e Figura 8). A expressividade variavel do
carater espiguetas multiflora em aveia, observada em diferentes niveis, entre
individuos com um mesmo genoétipo e entre e dentro de paniculas de um mesmo
individuo, também ocorre em gendtipos de arroz. Em arroz, a expressividade
variavel de mutantes fickle spikeletl (fspl) € diretamente influenciada pelos
estimulos ambientais, principalmente da temperatura. Mutantes fspl sé&o
caracterizados por aumentar o numero de o6rgaos florais nas espiguetas (Suzuki
et al., 2015).

Embora, estudos relacionando o efeito da temperatura sobre a ocorréncia
de espiguetas multiflora em aveia sejam escassos na literatura, a associagcao
deste sinal ambiental sobre a formacdo de grdos nus (carater nuda) ja foi
verificada. Avaliando oito genodtipos de aveia nuda, em trés condicdes de
temperatura (15°C, 20°C e 25°C), Lawes & Boland (1974) identificaram que a
formacao de gréaos nus foi maior na temperatura de 25°C. Neste mesmo trabalho,
0s autores validaram os resultados em condicbes de campo, onde a elevada
formacéo de graos nus esteve associada com a semeadura tardia dos genotipos
com expressao do carater nuda.

Os fatores genéticos responsaveis pela determinacdo das espiguetas
multiflora em aveia, embora ndo estejam completamente elucidados, atuam em
resposta as variacfes de temperatura, assim como ocorre com 0O carater nuda.

Nestas condi¢des, possivelmente o meristema das espiguetas nao € “desligado”,
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0 que proporciona a formacgédo de um grande namero de flosculos em uma mesma
espigueta. Resultados similares envolvendo o efeito significativo da interacdo
genotipo x época de semeadura, bem como o efeito simples da temperatura,
foram identificados em gendtipos tetraploides e hexaploides de trigo com
espiguetas multiflora (Pennell & Halloran, 1984).

Além da temperatura, outros sinais ambientais devem atuar na formagao
de espiguetas multiflora em aveia. Ao estudar dez cultivares de aveia em
Cambridge, no Reino Unido, em cinco épocas de semeadura (fevereiro a junho),
Jenkins (1973) identificou que a expressdo do carater espiguetas multiflora é
gendtipo-especifica e varia em funcdo do fotoperiodo. A maioria dos genoétipos
avaliados maximizou a expressao do caréater espiguetas multiflora no més de
abril, embora algumas cultivares tenham otimizado a expressédo do carater nos
meses de fevereiro e junho (Jenkins, 1973). Estes resultados reafirmam a forte
interacdo genotipo x época de semeadura para o carater espiguetas multiflora,
corroborando com os resultados apresentados neste estudo. Além da temperatura
e do fotoperiodo, a interacdo destes fatores com outros sinais ambientais também
pode estar envolvida na formacao de espiguetas multiflora em aveia.

Os genitores UFRGS 006013-1 e UFRGS 017004-2 apresentaram
respostas diferenciadas em relacdo as variagbes ambientais ocorridas durante a
conducdo dos experimentos. Nas duas épocas de semeadura avaliadas, estes
genitores apresentaram expressao variavel e expressao completa para o carater
espiguetas multiflora, respectivamente. O genitor UFRGS 006013-1 aumentou a
formacédo de espiguetas multiflora e reduziu a formacao de espiguetas mosaico na
segunda época de semeadura (Tabela 7). Estes resultados sugerem que
condicbes de temperatura e fotoperiodo maiores promoveram a estabilidade

deste genitor para o carater espiguetas multiflora, na segunda época de
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semeadura. Por outro lado, o0 genitor UFRGS 017004-2 apresentou
aproximadamente 100% das espiguetas multiffora em ambas as épocas de
semeadura, ndo sendo influenciado pelas condi¢des do ambiente (Tabela 8).

Considerando as diferencas de estabilidade entre os genitores UFRGS
006013-1 e UFRGS 017004-2 quando avaliados nas mesmas condi¢ces, as
variacfes ambientais ocorridas ndo foram suficientes para explicar as causas da
variacdo fenotipica observada entre os genitores para o0 carater espiguetas
multifiora. Portanto, estes genitores devem apresentar uma constituicdo genética
diferenciada para genes chave no controle do carater espiguetas multiflora, bem
como para outros possiveis fatores genéticos ou epigenéticos que regulam a
expressao destes genes.

Ao analisar a genealogia dos genitores UFRGS 006013-1 e UFRGS
017004-2 na Tabela 1, verifica-se que estes possuem 0 mesmo parental com
espiguetas multiflora ‘Cocker 492/Starter-1 F3’. Isto sugere que os demais fatores
genéticos ou epigenéticos que podem interferir na expressdo do carater
espiguetas multiflora, foram herdados a partir dos genitores com espiguetas
normais UFRGS 10 e UFRGS 8. O desenvolvimento e a avaliagdo de uma
populacédo a partir do cruzamento entre os genitores UFRGS 006013-1 x UFRGS
017004-2 poderia fornecer informagOes importantes sobre o padrédo de
segregacdo do carater espiguetas multiflora e, desta forma, contribuir para a
maior compreensao das variagdes observadas entre estes genitores.

A analise genética indicou que, independente da populagdo de linhagens e
da época de semeadura, um gene maior controla o carater espiguetas multiflora
em aveia (Tabela 9 e Tabela 10). Com base no modelo genético de um gene e da
geracdo de autofecundacéo (Fs.7), linhagens que possuem a combinacéo alélica

em homozigose dominante deveriam apresentar a formacdo do fenétipo 100%
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das espiguetas multiflora. Ja as linhagens com a presenca de alelos em
homozigose recessiva deveriam apresentar a formacdo do fenétipo 100% das
espiguetas normais. Os resultados observados identificaram que
aproximadamente 50% dos individuos apresentaram o fenétipo 100% das
espiguetas normais, independente da populacédo e da época de semeadura. Por
outro lado, o fenétipo espiguetas mosaico (com numero variavel de flésculos, com
graos com e sem casca) foi observado entre as linhagens que deveriam produzir
o fendtipo 100% das espiguetas multiflora.

Diversos fatores podem estar associados com a formacdo do fendtipo
espiguetas mosaico. Entre eles pode-se citar: i) a expressao variavel dos alelos
para este loco génico, que pode ser regulada pelos sinais ambientais, como a
temperatura, ou por fatores de transcricdo especificos ao gene; ii) variacdes
alélicas dos genes que controlam o carater espiguetas multiflora, provenientes
dos diferentes subgenomas da aveia hexaploide; iii) os genes que controlam o
carater espiguetas multifiora em aveia podem estar localizados em uma das
extremidades do cromossomo (regido telomérica), dificultando a sua expresséo;
iv) a auséncia de alelos necessarios para a expressao completa do carater em
gendtipos instaveis e, vi) mecanismos epigenéticos atuando na regulacdo da
expressao génica, como a acgao de microRNAs.

As populacBes genéticas avaliadas no presente estudo também foram
avaliadas em um estudo anterior nas geracdes Fs e Fss. Para a populacdo
‘“UFRGS 01B7114-1-3 x UFRGS 006013-1", Pellizzaro (2014) atribuiu o controle
genético do carater espiguetas multiflora a um Unico gene. Estes resultados
corroboraram com os resultados obtidos no presente estudo. Por outro lado, foi
determinada a acéo de dois genes governando o carater espiguetas multiflora na

populacdo “URS Taura x UFRGS 017004-2” (Pellizzaro, 2014). De acordo com
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este mesmo autor, a origem do segundo gene nesta populacdo nédo foi
identificada com base na genealogia dos genitores, sendo que estudos
complementares seriam necessarios para validar a presenca e a agcdo dos dois
genes controlando o carater espiguetas multiflora. No presente estudo, a analise
genética do carater espiguetas multiflora na populacdo “URS Taura x UFRGS
017004-2” divergiu dos resultados de Pellizzaro (2014).

Em populagdes segregantes de aveia formadas a partir do cruzamento de
gendtipos Norte Americanos e Australianos (com espiguetas multiflora) com
gendtipos brasileiros (com espiguetas normais), a heranca genética do caréter
espiguetas multiflora foi atribuida a um unico gene (Cabral et al., 2000). Estes
mesmos autores sugerem que este gene possui dominancia incompleta.
Estudando uma populacdo segregante de aveia, obtida a partir do cruzamento
entre as linhagens UFRGS 995080-1 (com espiguetas multifiora) e UFRGS
970486-3 (com espiguetas normais), Brenner (2007) também concluiu que a
formacéao de espiguetas multiflora € determinada por um Unico gene, sendo que 0
mesmo deve estar ligado aos genes responsaveis pelo carater nuda.

Estudos citologicos em estadios iniciais do desenvolvimento das
espiguetas demonstram gque mesmo em genotipos com espiguetas normais, seis
primérdios florais sdo iniciados. No entanto, apenas dois ou trés flosculos basais
das espiguetas serdo férteis e irdo desenvolver grdos (Bonnett, 1966). Isto
significa que nos estadios iniciais de desenvolvimento da panicula todos os
gendtipos apresentam o potencial para desenvolver espiguetas multiflora. A
definicdo se a espigueta serda normal ou multifiora deve estar sobre o controle
genético, o que determina a formacao ou nao de flosculos em regides superiores

das espiguetas (Valentine, 1995).
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Varios genes sdo candidatos ao controle do caréater espiguetas multiflora
em aveia, entre eles Vrnl, AP2 e AGL6. Estes genes fazem parte do modelo
“ABCDE” de florescimento, sendo classificados de acordo com as suas fungdes
em “A”, “A” e “E”, respectivamente (Coen & Meyerowitz, 1991; Theissen et al.,
2000; Zahn et al. 2005). Entre as suas principais funcdes estdo a determinagcdo
das estruturas florais e a especificacdo da identidade dos meristemas (Mandel et
al., 1992; Tanaka et al., 2013).

A ocorréncia de um SNP na sequéncia “b” do gene Vrnl no genitor URS
Taura alterou a sequéncia de aminoacidos correspondente (Figura 13). Este
polimorfismo sugere que o gene Vrnl pode controlar a formagdo de espiguetas
multiflora em aveia, uma vez que o genitor UFRGS 017004-2 possui uma
sequéncia de aminoacidos distinta tanto de URS Taura quanto de trigo. Assim
como o genitor URS Taura, 0 genoétipo de trigo ndo apresenta varios antécios em
uma mesma espigueta.

A clonagem e o sequenciamento do gene Vrnl ja foi realizada em outros
gendtipos brasileiros de aveia, como UFRGS 8 e UFRGS 881971 (Nava et al.,
2012; Barros, 2015). Estes dois gendétipos apresentam espiguetas normais e séo
contrastantes para o carater florescimento. Ao comparar estes dois genétipos com
URS Taura, foi possivel observar que ndo ha alteracdo na sequéncia de
aminoacidos para o quarto éxon do gene Vrnl. Neste éxon, é importante ressaltar
gue foi identificado a alteracdo de um aminoacido na sequéncia “b” entre os
genitores URS Taura e UFRGS 017004-2. Assim, os resultados reforcam que a
alteracdo de um &cido aspéartico na sequéncia de aminoacidos no genitor UFRGS
017004-2 por um é&cido glutdmico no genitor URS Taura, pode estar associada

com a expressao do carater espiguetas multiflora em aveia.
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Outro gene candidato ao controle do carater espiguetas multifiora em aveia
€ 0 gene AP2. Sequéncias deste gene em aveia ndo estdo disponiveis na
literatura até o momento. No presente estudo, duas sequéncias de aveia
candidatas ao gene AP2 foram clonadas e sequenciadas. A sequéncia “X’,
presente nos genitores URS Taura e UFRGS 017004-2, apresenta parte de uma
possivel ORF (Figura 15). Quando traduzida, esta ORF apresentou 81,2% de
similaridade entre os genitores (Figura 16). A diferenca na sequéncia de
aminoacidos dos genitores URS Taura e UFRGS 017004-2 indicou uma estrutura
tridimensional (3D) distinta nas proteinas preditas entre eles (Figura 17).

A identificacdo de uma estrutura protéica diferenciada entre os genitores
URS Taura e UFRGS 017004-2 pode ser determinante para elucidar o carater
espiguetas multiflora, pois a funcéo biolégica de uma proteina esta diretamente
associada com a sua estrutura 3D (Griffiths et al., 2000). A ocorréncia de um
coédon de terminagdo prematuro no genitor UFRGS 017004-2, que faz com que a
sua proteina seja truncada, pode restringir a funcionalidade do gene AP2. Com
isso, € provavel que o produto génico sintetizado neste genitor ndo tenha a
capacidade de restringir o desenvolvimento do meristema das espiguetas. Esta
modificacdo pode restringir a interacdo entre os produtos dos genes AP2 e AG,
resultando em um fenotipo com espiguetas multiflora similar aos mutantes ag em
Arabidopsis (Yanofsky et al., 1990).

Em mutantes more spikeletsl (mosl), um gene de Brachypodium
distachyon ortélogo ao gene AP2 de Arabidopsis, alteracbes expressivas no
meristema das espiguetas foram identificadas, resultando na formacédo de
espiguetas multiflora (Derbyshire & Byrne, 2013). Considerando que o0 gene

MOS1 é responsavel pela determinacdo ou repressdo dos meristemas que
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produzem espiguetas multifiora em Brachypodium distachyon, esta mesma acéo
do gene AP2 em aveia nédo pode ser descartada.

Os genes da familia AP2 participam em diversas etapas do
desenvolvimento das gramineas, entre elas: i) a determinagdo da morfologia das
inflorescéncias, através do controle na transicdo do meristema das espiguetas
para o meristema floral; ii) o desenvolvimento dos 6rgaos florais e, iii) a resposta a
estresses (Kim et al.,, 2006; Mizoi et al., 2012; Zhang & Yuan, 2014). Estudos
recentes demonstraram que 0s genes AP2 tem a sua expressao alterada em
resposta as variagcdes ambientais. Em Arabidopsis, os produtos formados pelo
gene CONSTANS (CO), que responde aos estimulos do fotoperiodo, interagem
com genes da familia AP2 (Zhang et al., 2015). Neste sentido, as variacdes
fenotipicas observadas para o carater espiguetas multiflora, nas linhagens
avaliadas em diferentes épocas de semeadura neste estudo, podem estar
associadas aos niveis variaveis de expressao de genes da familia AP2.

Outro fator que pode determinar a funcionalidade do gene AP2 é a sua
regulacdo pos-transcricional exercida pelo miR172. A sequéncia do miR172a de
Brachypodium distachyon apresentou similaridade com a sequéncia “x” do gene
AP2 (convertidas para RNA mensageiro) em aveia (Figura 15). Considerando que
0 miR172 é altamente conservado em um grande numero de espécies vegetais
(Axtell & Bartel, 2005), este pode ser um mecanismo epigenético que determinou
a expressividade variavel do caréater espiguetas multiflora em aveia.

As condicbes ambientais ocorridas na segunda época de semeadura
devem ter favorecido a expressdo do miR172, fazendo com que este tenha
aumentado a regulacdo pos-transcricional do gene AP2. Desta forma, proteinas
AP2 sdo produzidas em menor quantidade, resultando em meristemas florais

indeterminados. Estes meristemas tornam-se indeterminados devido a acao do
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gene AG, que deveria ser controlada pelo gene AP2 nos estadios iniciais do
desenvolvimento floral (Bowman et al., 1991; Drews et al., 1991).

O miR172 e o microRNA156 (miR156) possuem acdo antagonista e s&o
expressos em diferentes estadios do desenvolvimento da planta e sob condigdes
ambientais distintas. Em Arabidopsis, o0 miR156 diminuiu a sua expressao durante
o desenvolvimento das plantas (Wu & Poethig, 2006), enquanto o0 miR172
aumentou a sua expressao (Aukerman & Sakai, 2003). A expressao destes
microRNAs também foi associada diretamente com a temperatura. Ao estudar
duas condi¢cOes de temperatura (16°C e 23°C) sobre a agcao destes microRNAS,
Lee et al. (2010) verificaram um elevado acumulo de miR156 na menor condi¢c&o
de temperatura, enquanto o miR172 apresentou elevado acumulo na condicao de
temperatura mais alta. No entanto, estudos envolvendo a agdo do miR172 em
espécies de interesse agron6mico, em resposta as variacbes de temperatura,
ainda encontram-se indisponiveis na literatura.

Aléem de sequéncias do gene Vrnl e de sequéncias candidatas ao gene
AP2, uma sequéncia do gene AGLS6 foi identificada em cada um dos genitores de
aveia estudados. As sequéncias de nucleotideos do gene AGL6 no genitor
UFRGS 017004-2, em Brachypodium distachyon e em Lolium temulentum
apresentam uma delecdo nas posicdes 375-388, 373-391 e 372-390,
respectivamente (Figura 19). Estas delecdes podem estar associadas a
ocorréncia de espiguetas multiflora, uma vez que o genitor UFRGS 017004-2 e as
especies citadas anteriormente apresentam a expressao deste carater.

A sequéncia clonada para o gene AGL6 em URS Taura apresentou maior
similaridade com outras sequéncias de gramineas quando comparada com a
sequéncia do genitor UFRGS 017004-2 (Figura 19). No entanto, quando as

sequéncias destes dois genitores foram comparadas com a sequéncia do gene
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AGL6 em outro genoétipo de aveia, identificada por Reinheimer & Kellogg (2009),

verifica-se uma elevada dissimilaridade entre as mesmas. Provavelmente, as
sequéncias clonadas e sequenciadas nos genitores URS Taura e UFRGS
017004-2 correspondem a um subgenoma distinto em relacdo a sequéncia de
aveia identificada por Reinheimer & Kellogg (2009). Estas sequéncias podem
corresponder aos subgenomas “AA”, “CC” ou “DD”, ou ainda a subdivisGes dentro
de um mesmo subgenoma.

A partir da traducdo das sequéncias do gene AGL6 nos genitores URS
Taura e UFRGS 017004-2, sequéncias de aminoacidos distintas, com tamanhos
de 30 e 10 aminoacidos, respectivamente, até a ocorréncia de um cédon de
terminagcdo foram originadas (Figura 20). As diferencas nas sequéncias de
aminodacidos entre o0s genitores pode alterar a formacdo do carater espiguetas
multiflora. Em arroz, o gene osmads6, que pertence a familia AGL6, proporcionou
a ma formacdo da palea, formacdo de varias glumas ou Orgdos mosaico,
desenvolvimento anormal de carpelos e a perda de meristemas florais
determinados (Li et al., 2010).

A acdo do gene AGL6 sobre o carater espiguetas multiflora deve ocorrer de
forma indireta, pela interacdo com o produto de outros genes, como AP2.
Mutacdes nos genes IDS1 e SID1 de milho proporcionaram a repressdao dos
fatores de transcricdo AG-like nos 6rgéos florais, similar com a fungcdo de AP2 em
Arabidopsis (Chuck et al., 2008). Em arroz, a formac¢ao de duplo mutantes para os
genes osmads6-1 e osmadsl-z, proporcionou alteracbes mais severas no
meristema floral em relacdo aos mutantes simples osmads6, tornando-o ainda
mais indeterminado (Li et al, 2010). Neste sentido, considerando a
dissimilaridade entre as sequéncias dos genitores URS Taura e UFRGS 017004-2

para o gene AGL6, o mesmo torna-se um candidato ao controle do caréter
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espiguetas multiflora. No entanto, a relacdo do gene AGL6 com o carater
espiguetas multiflora em aveia requer estudos complementares para a sua
validacéo.

A formacéao das estruturas florais envolve um grande nimero de genes que
atuam de forma isolada e/ou conjunta. Sendo assim, alteragcdes em qualquer um
dos genes Vrnl, AP2 e AGL6 podem determinar a formacdo das espiguetas
multiflora em aveia. Os produtos dos genes AP1 e AP2 formam complexos entre
si e também com dominios protéicos MADS dos genes SEP, os quais atuam
como reguladores transcricionais de genes homeoticos e como cofatores de
proteinas homeoticas em Arabidopsis (Lohmann & Weigel, 2002; Gregis et al.,
2006; Liu et al, 2007; Liu et al, 2009). Estas informacOes refletem a
complexidade do carater espiguetas multiflora, o que justifica o nUmero escasso
de trabalhos relevantes envolvendo a expressdo desta caracteristica.

Este estudo representou um passo importante para a elucidagcdo de como
0s sinais ambientais contribuem para a expressividade variavel do carater
espiguetas multiflora em genoétipos brasileiros aveia. As duas populacbes de
linhagens estudadas alteraram a formacdo de espiguetas multiflora quando
semeadas em diferentes épocas de semeadura. E provavel que as condicdes
ambientais ocorridas na segunda época de semeadura foram determinantes para
aumentar a formacao de espiguetas multiflora. Em trabalhos futuros, a conducao
de experimentos com um numero maior de épocas de semeadura, associado ao
monitoramento intenso dos parametros ambientais em diferentes estadios do
desenvolvimento das plantas, serd importante para identificar como a
expressividade do carater espiguetas multiflora € definida em aveia.

Os resultados da andlise genética sugerem que um gene principal é

responsavel pela expressdo do carater espiguetas multiffora em aveia. As
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informag¢8es moleculares indicaram que os genes Vrnl, AP2 e AGL6 apresentam
polimorfismos genéticos em regides codificantes nos genitores URS Taura e
UFRGS 017004-2. Desta forma, o envolvimento destes genes no controle do
carater espiguetas multifiora em aveia deve ser considerado. A analise molecular
também sugeriu que o gene AP2 esta conservado em aveia, sendo que as duas
sequéncias gendmicas identificadas neste estudo possivelmente representam
diferentes alelos deste gene. Da mesma forma, duas possiveis variagcfes alélicas
do gene Vrnl foram identificadas nos genitores URS Taura e UFRGS 017004-2.
Este estudo foi pioneiro na identificacdo e isolamento de sequéncias de
aveia hexaploide associadas a genes candidatos ao controle do caréter
espiguetas multiflora. Entre as proximas etapas a serem desenvolvidas em novos
estudos, pode-se destacar: i) o desenvolvimento de novos primers associados ao
gene AP2 em aveia; ii) o desenvolvimento de novos marcadores moleculares
associados aos polimorfismos genéticos identificados no presente estudo, como
marcadores KASP (Kompetitive Allele Specific PCR); iii) incorporar a analise
fenotipica e molecular do presente estudo em futuras andlises de QTL
(Quantitative Trait Loci); iv) desenvolver estudos envolvendo o sequenciamento
das espécies diploides de aveia silvestre, as quais deram origem a aveia
cultivada, a fim de validar a origem e as variacGes alélicas identificadas neste

estudo para os genes Vrnl, AP2 e AGL6.



6 CONCLUSOES

A época de semeadura altera a expresséo do carater espiguetas multiflora
em gendétipos de aveia.

Condicdes de temperatura e fotoperiodo superiores promovem a formacgao
de espiguetas multiflora e a reducdo na formacdo de espiguetas mosaico em
aveia.

O fendtipo espiguetas mosaico se manifesta entre linhagens de aveia em
geracdes avancadas de autofecundacdo, demonstrando a expressividade variavel
do carater espiguetas multiflora.

O carater espiguetas multiflora é controlado por um gene de grande efeito
sobre o fendtipo em aveia.

Duas sequéncias gendmicas candidatas ao gene AP2 estdo presentes nos

gendtipos de aveia URS Taura e UFRGS 017004-2.
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